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Atualmente a obesidade é um problema de saúde pública mundial, sendo que sua incidência 
mais que duplicou entre os anos de 1980 e 2014. Pesquisas têm buscado alternativas para 
minimizar esta doença e de suas comorbidades, como a utilização de alimentos funcionais. O 
Maracujá (Passiflora edulis) é uma fruta nativa do Brasil e conhecida mundialmente. Seu 
processamento gera muitos resíduos os quais têm demonstrado serem fontes de compostos 
bioativos e, por isso, possivelmente sejam capazes de auxiliarem na melhora de alguns 
parâmetros da saúde, tais como o estresse oxidativo, a inflamação e suas consequentes 
respostas. Neste sentido, o escopo deste trabalho foi avaliar o efeito da farinha da casca de 
maracujá (FCM) sobre os mecanismos fisiológicos e moleculares, na prevenção e no 
tratamento da obesidade in vivo, bem como o seu efeito antiproliferativo contra células 
tumorais. A FCM foi avaliada quanto à sua composição centesimal, compostos fenólicos, 
flavonoides e carotenoides totais, além da identificação e quantificação de alguns desses 
compostos por cromatografia líquida de alta eficiência. A capacidade antioxidante da FCM foi 
obtida por meio dos métodos: ORAC, FRAP, DPPH, PSC e CAA. A ação antiproliferativa da 
FCM também foi estudada. Para tanto células tumorais da linhagem HepG2 foram tratados 
com diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico da FCM e posteriormente foi 
calculada a porcentagem de diminuição da proliferação celular em relação ao controle. Para 
avaliar o efeito da FCM in vivo foram utilizados ratos Sprague–Dawley machos (3 semanas 
de vida) divididos em 3 grupos (n=8). O grupo controle (C) recebeu dieta normolipídica; o 
grupo high-fat (HF) consumiu dieta hiperlipídica. Os animais foram alimentados por 4 
semanas com dietas normo ou hiperlipídica sem adição de FCM. Após este período, o grupo 
HF recebeu dieta com 50% de celulose substituída por FCM, por seis semanas adicionais, 
sendo denomidado de HFPF. Foram mensurados a peroxidação lipídica no fígado, tecido 
adiposo epididimal e soro; atividade e expressão de enzimas antioxidantes do fígado; 
avaliação da expressão de proteínas pró-inflamatórias no fígado e tecido adiposo epididimal, 
bem como a concentração de citocinas pró-inflamatórias no soro. A FCM é composta por 
grande quantidade de fibra alimentar, especialmente pectina, além de possuir compostos 
fenólicos, carotenoides, flavonoides, capacidade antioxidante e atividade antiproliferativa em 
células tumorais HepG2. Os animais do grupo HFPF apresentaram menor ganho de peso 
quando comparado aos do grupo HF e também menor acúmulo de tecido adiposo, mesmo sem 
haver diferenças no consumo de energia. O consumo da FCM pelo grupo HF foi capaz de 
reduzir a peroxidação lipídica no fígado e no tecido adiposo dos animais, havendo aumento do 
 
 
sistema antioxidante de defesa observado pelo aumento da atividade das enzimas GR, GPx e 
SOD no fígado. Foi observada diminuição da ativação de JNK no tecido adiposo dos animais 
HF alimentados com FCM. Estes resultados sugerem que a ingestão da FCM foi capaz de 
alterar efeitos da dieta HF no ganho total de peso e no estresse oxidativo, além de ser capaz de 
diminuir a proliferação de células tumorais HepG2. Assim sendo, a FCM pode ser uma 
alternativa a ser explorada pela indústria de alimentos no intuito de melhorar o conteúdo de 
fibras e a capacidade antioxidante de produtos, bem como minimizar a produção de resíduos. 
 





























Currently, obesity is a world health problem whose incidence more than doubled between 
1980 and 2014. Researches have sought alternatives to minimize this disease, within these 
alternatives the use of functional foods to prevent obesity and its comorbidities. The passion 
fruit is a native fruit from Brazil and known worldwide. The process of passion fruit juice 
production generates a large amount of residues which have been shown to be sources of 
bioactive compounds and, therefore, possibly able to assist on improvement of some health 
parameters, such as, oxidative stress, inflammation and its consequent effects. In this sense, 
the aim of this study was to evaluate the effect of Passiflora edulis peel flour (PEPF) on 
molecular and physiological mechanisms in the obesity prevention and treatment ‘in vivo’, as 
well as its antiproliferative effect against tumoral cells. PEPF has been evaluated for its 
proximate composition, total polyphenols, flavonoids and carotenoids. In addition the latest 
compounds were identificated and quantificated by high performance liquid chromatography. 
Antioxidant capacity of PEPF was obtained by the methods ORAC, FRAP, DPPH, PSC and 
CAA. Antiproferative activity of PEPF was also studied, for this purpose tumoral HepG2 cell 
line were treated with several concentrations of PEPF aqueous ethanol extract and 
subsequently was measuared the percentage decreased of proliferation in relation to control. 
To evaluate the effect of PEPF ‘in vivo’, male Sprague-Dawley rats were used; the animals 
were divided into 3 groups (n=8). Control group (C) received normolipidic diet; high fat 
group (HF) consumed hyperlipidemic diet. The animals were fed on diets with no addition of 
PEPF for the first 4 weeks. After this period, the HF group received diet with 50% of 
cellulose replaced by PEPFfor six additional weeks, was called HFPF. Lipid peroxidation was 
assessed in liver, epididymal adipose tissue and serum; activity and expression of antioxidants 
enzymes in liver; expression of pro-inflammatory proteins in liver and epididymal adipose 
tissue, as well as concentration of pro-inflammatory cytokines in serum. According to the 
characterization assays, PEPF is composed of a large amount of dietary fiber, especially 
pectin, has phenolic compounds, carotenoids and flavonoids, furthermore shows antioxidant 
capacity and antiproliferative activity in tumoral cells (HepG2). The animals from HFPF 
group showed lower weigh gain compared to HF group and lower adipose tissue 
accumulation, even without differences between energy intakes. PEPF consumption by HF 
group was able to decrease lipid peroxidation in liver and adipose tissue in the animals, there 
was an increase of antioxidant defense system observed by increase of antioxidant activity 
enzymes GR, GPx and SOD in liver. Decrease of JNK activation in adipose tissue of HF 
group fed with PEPF was observed, without levels changes of proinflammatory cytokines in 
serum. These results suggest that ingestion of PEPF was able to change HF diet effects in the 
weight gain and oxidative stress, in addition was able to decrease proliferation of tumoral 
HepG2 cells and represents an alternative to be exploited by food industry in order to enhance 
the fiber content and products antioxidant capacity, as well as minimizing waste production. 
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A obesidade tem aumentado de forma alarmante nos últimos anos e atualmente é 
um problema de saúde mundial. Entende-se que a obesidade é um desequilíbrio entre a 
ingestão energética e o gasto energético do organismo, porém esse balanço energético sofre 
influência de fatores ambientais, comportamentais, psicológicos, fisiológicos e genéticos 
(Swinburn, 2011). O excesso de peso está fortemente associado ao surgimento de desordens 
metabólicas tais como, hipertensão, dislipidemia, diabetes mellitus do tipo II e doença 
hepática não alcoólica (Relatić et al., 2012). 
O acúmulo de gordura leva ao aumento do estresse oxidativo, que possui função 
importante na patogênese das desordens metabólicas na obesidade (Zhang et al., 2015). O 
estresse oxidativo é um desequilíbrio entre oxidantes entre estes, espécies reativas de oxigênio 
(ERO) e nitrogênio (ERN) e antioxidantes, levando à diminuição do estado redox e danos 
moleculares na célula (Sies e Jones, 2007). 
O estresse oxidativo pode aumentar a expressão de genes associados à 
adipogênese (Higuchi et al., 2013) e genes inflamatórios nos adipócitos (Bondia-Pons, 2012). 
O aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias tais como interleucina 1β (IL-1β), 
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoralα (TNF-α), devido à infiltração de macrófagos, 
acarreta no aumento de ERO e ERN que, por sua vez, ativam fatores de transcrição pró-
inflamatórios como o fator nuclear kB (NF-kB) e aproteína apresentadora-1 (AP-1). A 
ativação destas vias perpetua o processo de produção de citocinas inflamátorias e a produção 
de ERO e ERN (Bryan et al., 2013; Qatanani e Lazar, 2007). Além disso, a ativação das vias 
pró-inflamatórias NF-kB e AP-1, induzidas pelo estresse oxidativo e citocinas, estão 
intimamente ligadas ao controle do ciclo celular, como apoptose e divisão celular (Dayem et 
al., 2010; Reuter et al. 2010). Assim, a desregulação de tais vias pode alterar o ciclo celular 
levando à proliferação indevida de células tumorais (Dayem et al., 2010). 
Substâncias antioxidantes mostram-se eficazes em diminuir o estresse oxidativo 
por sequestrar espécies reativas de oxigênio ou quelar metais de transição, impedindo assim o 
surgimento de ERO (Bastos et al., 2009). Dentre essas substâncias antioxidantes estão os 
compostos fenólicos, que diminuem o estresse oxidativo gerado pela obesidade. Estudos 
apontam diminuição dos marcadores do estresse oxidativo como malonaldeído, peróxido de 
hidrogênio e 8-iso-PGF2-α-isoprostana, bem como diminuição do acúmulo de gordura 
visceral nos adipócitos e fígado de ratos e camundongos (Hu e Yen, 2008; Hu e Yen, 2007). 
Polifenóis também demonstraram conter o processo pró-inflamatório, reduzir a ativação de 
fatores transcricionais, levando à diminuição na geração de citocinas inflamatórias (Molina et 
al, 2015; Shen et al., 2012). 
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As fibras também possuem papel importante no combate à obesidade, elas podem 
atenuar o estresse oxidativo pela diminuição da absorção de lipídeos e glicose na dieta 
(Kaczmarczyk, 2012), levando à diminuição da ingestão de energia, acúmulo de tecido 
adiposo (Batista et al., 2013)  e, consequentemente, menor geração de ERO pela infiltração de 
macrófagos neste tecido (Padgett et al., 2013), além de ter papel importante no controle da 
saciedade e na regulação da homeostase energética (Shen et al., 2009; Slavin, 2015). 
 O maracujá pertence à ordem Passiflorales, a variedade que tem maior interese 
comercial é a Passifloracea, destacando-se o gênero Passiflora (Oliveira et al., 2002). O 
maracujá amarelo contém quantidades expressivas de fitoquímicos, tais como compostos 
fenólicos e carotenoides, que apresentam atividade antioxidante (Konta et al., 2014). A casca 
do maracujá, resíduo industrial da produção de suco, é fonte de compostos bioativos e fibras, 
sendo uma alternativa para o aumento do consumo de fibras e antioxidantes (Lima et al., 
2016). Estudos demonstraram que o consumo da casca de maracujá por humanos pode 
melhorar alguns parâmetros de saúde, tais como, diminuição dos triglicerídeos, diminuição da 
glicemia e insulina (Correia et al., 2014; Salgado et al.,  2010). 
Dentro deste contexto, a farinha da casca de maracujá, pode ser vista como um 
potente alimento funcional, possivelmente capaz de auxiliar na melhora de alguns parâmetros 
da saúde, combate ao estresse oxidativo na obesidade e suas conseqüentes respostas por 
conter compostos bioativos e fibras. Adicionalmente, poderia também atuar contra a 
proliferação de células tumorais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito deste 
produto em parâmetros metabólicos associados à obesidade em ratos Sprague-Dawley, bem 













































Avaliar o efeito antioxidante da casca de maracujá amarelo (Passiflora edulis) na 
resposta ao estresse oxidativo em modelo animal de obesidade induzida por dieta 
hiperlipídica, bem como o seu efeito antiproliferativo em células tumorais. 
 
Objetivos específicos 
 Caracterizar a farinha da casca de maracujá quanto ao teor de macronutrientes e 
fibra dietética; 
 Avaliar compostos fenólicos totais, flavonoides, carotenoides e determinar a 
atividade antioxidante da farinha da casca de maracujá através dos métodos 
ORAC, FRAP, DPPH, PSC e CAA; 
 Identificar e quantificar os compostos fenólicos da farinha da casca de maracujá, 
bem como os carotenoides; 
 
 Determinar as concentrações dos produtos da oxidação lipídica: 8-isoprostana 
plasmática, malondialdeído (MDA) no soro, fígado e tecido adiposo, bem como 
a capacidade antioxidante do soro pelo método FRAP; 
 Determinar a quantidade de glutationa total e a atividade e conteúdo das enzimas 
relacionadas ao estresse oxidativo (glutationa peroxidase, glutationa redutase, 
superóxido dismutase e catalase) no fígado dos animais estudados; 
 Avaliar a ativação dos fatores inflamatórios nuclear-kB (NF-kB)  e proteína 
ativadora 1 (AP-1) no tecido adiposo e fígado, e os biomarcadores do processo 
inflamatório no soro dos animais estudados; 
 
 Avaliar o efeito antiproliferativo da farinha da casca de maracujá contra células 
















































A prevalência da obesidade tem aumentado drasticamente no mundo nas últimas 
décadas, sendo atualmente um problema de saúde pública mundial (Bastiena et al., 2014). De 
acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2014, 12,9% da população mundial 
maior de 18 anos apresentou obesidade (índice de massa corporal - IMC ≥ 30 kg/m
2
), sendo a 
maior parte observada no sexo feminino (15,2%) quando comparada ao sexo masculino 
(10,7%). As regiões que apresentam maior número de obesos são: as Américas com 26,8% e a 
Europa com 23%, sendo que a porcentagem de indivíduos com sobrepeso (IMC ≥ 25- 29,9 
kg/m
2
) maiores de 18 anos no mundo em 2014 foi de 39% (WHO, 2014). No Brasil, no 
mesmo ano, a porcentagem de indivíduos obesos foi de 20% e de acordo com projeções da 
OMS sua prevalência pode chegar a 25% até 2025 (Carvalho Filho et al., 2011). As causas do 
aumento da obesidade no mundo ainda não estão suficientemente esclarecidas, uma vez que a 
mesma é caracterizada como doença multifatorial, ou seja, diversos fatores podem influenciar 
a sua gênese, incluindo fatores genéticos, psicológicos, metabólicos e ambientais (Romero e 
Zanesco, 2006; Swinburn, 2011). 
O maior número de indivíduos com obesidade leva ao aumento das comorbidades, 
como doença arterial coronária, hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus do tipo II 
(DM2), dislipidemias, aterosclerose, esteatose hepática não-alcóolica e alguns tipos de câncer 
(Sanz et al., 2010, Relatić et al., 2012). Um dos principais fatores que contribui para o  
aumento das comorbidades na obesidade é o acúmulo de gordura visceral que está 
intimamente associado a anormalidades metabólicas como: resistência à insulina, 
hiperinsulinemia e elevadas taxas de triglicerídeos (Sarriá et al., 2015; Gerald e Reaven, 
2011). 
A obesidade é caracterizada por um baixo grau de inflamação crônica (Relatić et 
al., 2012). Hotamisligil e colaboradores (2003) foram os primeiros a estabelecer relação entre 
essas duas condições, observando correlação positiva entre o tecido adiposoe a expressão do 
gene inflamatório do fator de necrose tumoral α (TNF-α). A correlação entre obesidade e 
inflamação também foi observada pelo aumento dos níveis plasmáticos de vários marcadores 
pró-inflamatórios, incluindo citocinas e proteínas de fase aguda, como a proteína C reativa 
(PCR), interleucina-6 (IL-6), proteína quimiotática de monócito-1 (MCP-1) e adipocinas em 
indivíduos com obesidade (Sanz et al., 2010; Zagotta et al., 2015). 
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O tecido adiposo é classificado em pelo menos três tipos, o tecido adiposo 
marrom (TAM), tecido adiposo bege (TABE) e tecido adiposo branco (TAB) (Karpe e 
Pinnick, 2015). O primeiro é altamente vascularizado e abundante em mitocôndrias. Este 
tecido é observado em maior concentração em recém-nascidos e mamíferos heterotérmicos, 
que possuem habilidade temporária de regular a temperatura corporal a um nível constante 
(por exemplo, um aninal durante a hibernação) (Beranger et al., 2013). O TAM é capaz de 
gerar calor através da ativação da proteína desacopladora 1, uma proteína mitocondrial de 
ligação transmembrana, onde a passagem livre de elétrons por ela resulta em geração de calor 
a partir da rápida dissipação da energia de oxidação. Após o nascimento, o TAM é convertido 
em TAB, apenas um pequeno volume de TAM é encontrado em humanos adultos, no pescoço 
e em regiões supracraviculares (Beranger et al., 2013). 
O TABE pode possuir a mesma linhagem celular do TAB, uma vez que estímulos 
β-adrenérgicos ou a exposição ao frio intenso aumentamo número desse tipo de adipócito no 
TAB, porém sua origem não foi totalmente elucidada e ainda existem controvérsias 
relacionadas a este tema. Tais adipócitos expressam a proteína desacopladora 1, porém em 
níveis menores em comparação ao TAM (Bonet, Oliver e Palou, 2013) 
O TAB, ao contrário do TAM, não é altamente vascularizado e apresenta um 
número menor de mitocôndrias e está localizado, predominantemente, na região intra-
abdominal e subcutânea (Karpe e Pinnick, 2015). Além de ser um local de armazenamento de 
energia, este tecido participa do balanço energético do organismo através dos processos de 
lipogênese e lipólise, também é considerado um órgão secretor. Ele secreta substâncias que 
possuem função local ou sistêmica, que participam de respostas inflamatórias, imunológicas e 
metabólicas (Trayhurn, 2013; Hilton, Karpe e Pinnick, 2015). Dentre as substâncias 
secretadas pelo tecido adiposo estão as adipocinas, que fazem parte de muitos processos 
fisiológicos como: homeostase da glicose, balanço energético, metabolismo energético e 
regulação da pressão arterial (Bonomini, Rodella e Rezzani, 2015).  
As adipocinas quando atuam na resposta inflamatória podem ser classificadas 
como pró- ou anti-inflamatórias. Dentre as mais conhecidas estão: MCP-1, leptina, resistina, 
visfatina, TNF-α, IL-6, classificadas como pró-inflamatórias, e a adiponectina e interleucina 
10 (IL-10), como anti-inflamatórias (Zoue Shao, 2008; Prado et al., 2009). Portanto, grande 
parte dos fatores inflamatórios presentes no plasma de obesos são produzidos pelo próprio 
tecido adiposo, uma vez que o acúmulo do tecido adiposo leva ao aumento da produção 
desses fatores e por consequência, ao aumento da inflamação (Bonomini, Rodella e Rezzani, 
2015). 
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Uma das principais causas do aumento da produção dos marcadores inflamatórios 
na obesidade seria a hipóxia no tecido adiposo. O aumento no número de adipócitos e a sua 
hipertrofia levariam à compressão dos vasos sanguíneos no tecido adiposo e ao suprimento de 
oxigênio inadequado, ocorrendo morte de alguns adipócitos. Esta situação deflagraria o 
aumento na produção de fatores inflamatórios, como: citocinas, quimiocinas e angiogênicos a 
fim de estimular o aumento do fluxo sanguíneo e a vascularização (Dantas, Rocha, Brandão-
Neto, 2009; Trayhurn, 2013, O’rourkeet al., 2011). A produção de fatores inflamatórios 
culmina na maior infiltração de macrófagos no tecido adiposo, os quais induzirão à maior 
produção de citocinas, gerando a perpetuação de um ciclo (Figura 1) (Cancello e Cle´ment, 





Figura 1. Esquema simplificado de inflamação do tecido adiposo branco e seus efeitos. A hiperplasia ou 
hipertrofia de adipócitos leva à infiltração de macrófagos no tecido adiposo branco (TAB) que ocorre por 
quimiotaxia ou por diferenciação de pré-adipócitos. Esses fatores associados aumentam a expressão de genes 
inflamatórios, o que, por sua vez, eleva a produção de marcadores inflamatórios tais como, fator de necrose 
tumoral-α (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), proteína-C-reativa (PCR), proteína-1 quimioatrativa de monócitos 
(MCP-1), leptina e diminuição da adiponectina, uma proteína anti-inflamatória. Este quadro acasiona um baixo 
grau de inflamação crônica, aumentando o risco de doenças relacionadas à obesidade (modificado de Dantas, 






Espécies reativas de oxigênio (ERO), derivadas do metabolismo de oxigênio, são 
produzidas na mitocôndria pela cadeia de transporte de elétrons, através da ação das enzimas 
citocromo P450-oxidase, xantina oxidase, monoaminooxidase, ciclooxigenase e lipoxigenase, 
e pelo sistema de fagócitos NADPH oxidase/ MPO (Halliwell, 1997). As ERO são produzidas 
por todos os sistemas biológicos e podem reagir com outras moléculas. Estão presentes neste 
grupo, o radical superóxido (O2
.
−), o radical hidroxila (
.
OH), peróxido de hidrogênio (H2O2). 
Em adição, também são encontradas as espécies reativas de nitrogênio (ERN), que são 
derivadas do oxigênio, como o óxido nítrico (NO) e o radical peroxinitrito (ONOO
.
), onde 
NO é produzido pela oxido nítrico sintase a partir da L-arginina, e este pode reagir com o 
ânion superóxido (O2
.
−), resultando na formação de peroxinitrito (ONOO- ), um poderoso 
oxidante de proteínas (Roberts e Sindhu, 2009). Baixas concentrações dessas substâncias são 
importantes em vários processos biológicos, tais como: apoptose, diferenciação celular, defesa 
contra micro-organismos, sinalização celular e imunidade (Weidinger e Kozlov, 2015; 
Mikhed, Daiber, e Steven, 2016). Porém, em altas concentrações, as ERO podem causar 
danos ao DNA, proteínas e lipídios (Weidinger e Kozlov, 2015). 
Para proteger o organismo contra os agentes oxidantes e seus efeitos deletérios, as 
células possuem enzimas antioxidantes, como catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) 
que reduzem H2O2 a H2O, superóxido dismutase (SOD) que reduz o O2 
.
− em H2O e 
glutationa redutase (GR) que reduz glutationa oxidada (GSSH) a glutationa (GSH), além das 
enzimas existem as substâncias antioxidantes, ácido úrico e GSH, e os antioxidantes dietéticos 
como: ácido ascórbico, α-tocoferol, β-caroteno e as substâncias que contêm um grupo tiol 
(Reis et al., 2008; Carrocho e Ferreira, 2013). 
O organismo deve controlar as concentrações de ambos, pró-oxidantes e 
antioxidantes, a fim de preservar as funções biológicas (Sies, 2015). O desequilíbrio entre 
oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes é denominado estress oxidativo e leva à 
diminuição do sinal redox e danos moleculares na célula (Sies e Jones, 2007). 
Existem técnicas que mensuram diretamente os radicais livres e ERO como 
ressonância magnética eletrônica e a captura de radicais livres; porém são difíceis e possuem 
alto custo. Técnicas mais simples e com custo inferior podem mensurar biomarcadores ou os 
produtos finais de radicais livres dos processos oxidativos, os quais estimulam o estresse 
oxidativo. O malonaldeído (MDA), os hidroperóxidos de lipídeos e as F2- isoprostanas são 
frequentemente utilizados como indicativos de danos da peroxidação lipídica (Niki, 2014; 
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Spirlandeli, Deminice e Jordão, 2014). Os hidroperóxidos são gerados nos estágios iniciais da 
peroxidação lipídica enquanto MDA e F2- isoprostanas são produtos finais do processo 
oxidativo (Vincent e Taylor, 2006; Duarte et al. 2009).  
A peroxidação lipídica ocorre em etapas: iniciação, propagação e terminação. 
Essas reações estão apresentadas nas figuras abaixo (Figura 2 e 3), onde L representa lipídio 
(Cerchiaro e Honório, 2011). 
 
Figura 2. Iniciação do processo de peroxidação lipídica  
 
Figura 3. Etapas de propagação e terminação da peroxidação lipídica 
 
A peroxidação lipídica se inicia com o sequestro de elétrons do hidrogênio do 
ácido graxo poli-insaturado (LH) da membrana lipídica. Este sequestro pode ser realizado 
tanto pela alcoxila (LO) ou OH• seguido da formação do L• (radical lipídico) e água (H2O) 
(Figura 2). Na etapa seguinte, a forma L• reage com o oxigênio (O2), com a consequente 
formação do radical peroxila (LOO•); e este, por sua vez, sequestra novo hidrogênio do LH 
originando mais uma vez L•, por isso se diz que esta é uma reação em cadeia. O processo de 
lipoperoxidação termina quando os radicais L• e LOO•, gerados nas etapas anteriores, 
estendem-se até se autodestruírem (Figura 3). 
A cronicidade do processo em questão tem relevantes implicações sobre o 
processo etiológico de numerosas enfermidades crônicas não transmissíveis; entre elas a 
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos e câncer (Trachootham, 
Alexandre, Huang, 2009; Sarriá et al., 2015). 
Estresse oxidativo e obesidade 
 
Evidências acumuladas ao longo dos últimos anos demonstram que a obesidade 
leva ao aumento do estresse oxidativo. Alguns fatores têm sido relacionados a esse aumento: 
níveis elevados de lipídeos teciduais, hiperglicemia, aumento da produção endotelial de ERO 
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e ERN, inflamação crônica e defesa antioxidante insuficiente (Roul e Recchia, 2015; 
Bonomini, Rodella e Rezzani, 2015; Zhang, Davies, Forman, 2015). 
Um dos primeiros estudos relacionando obesidade e o estresse oxidativo observou 
aumento significativo na concentração de MDA na lipoproteína LDL (Van Gaal et al., 1998) e 
no plasma (Sankhla et al., 2012; Klop, Elte e Cabezas, 2013) de indivíduos com obesidade 
quando comparado a indivíduos eutróficos.  
Urakawa e colaboradores (2003) investigaram a relação entre 8-iso-PGF2α-
isoprostana, produto da peroxidação lipídica no plasma, resistência a insulina e adiposidade 
em indivíduos com obesidade e eutróficos. Foi observado aumento nas concentrações de 
isoprostanas em indivíduos com obesidade. Concentrações de isoprostanas foram 
correlacionadas positivamente com o IMC, peso da gordura corporal, área de gordura visceral, 
área total da gordura corporal e a resistência à insulina. (Urakawa et al., 2003). 
Furukawa (2004) observou aumento na produção de ERO em tecido adiposo de 
ratos obesos, acompanhada pelo aumento da expressão de NADPH oxidase - enzima que 
catalisa a transferência de elétrons para a molécula de oxigênio- e diminuição da expressão de 
enzimas antioxidantes quando comparados ao grupo controle. O autor propôs que o aumento 
da expressão de NADPH oxidase, estimulado pelo acúmulo de gordura, leva à maior 
produção de ERO, que por sua vez leva à diminuição da produção de adiponectinas, por inibir 
o receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais (PPARɣ). Os PPARɣ regulam 
positivamente a produção de adiponectina, e o aumento na produção de adipocinas (IL-6, 
MCP-1, TNF-α), pela ativação dos fatores de transcrição pró-inflamatórios nuclear kappa B 
(NF-kB) e proteína apresentadora 1 (AP-1), associadas ao processo inflamatório (Zagotta et 
al., 2015). A inflamação também pode levar ao prejuízo na sinalização da insulina, estando 
associada à resistência à insulina, por meio da liberação de ácidos graxos livres, os quais 
ativam a produção de O2
.
− pela NADPH oxidase (Matsudaa e Shimomura, 2013) (Figura 4). 
As ERO também estimulam o aumento da expressão de NADPH oxidase, 
estabelecendo um ciclo vicioso, o qual aumenta o estresse oxidativo, além de aumentar a 
expressão de genes associados à lipogênese, que por sua vez, induzem à diferenciação de pré-
adipocitos em adipocitos maduros (Higuchi et al., 2013). Outro fator responsável pelo 
aumento da produção de ERO na obesidade é a infiltração de macrófagos no tecido adiposo 
acumulado (Zagotta et al., 2015). Adicionalmente, as ERO em excesso são capazes de alterar 
a sinalização do fator de trancrição nuclear eritróide (Nrf2), responsável por mediar à 
expressão de enzimas antioxidantes bem como GSH, acarretando na diminuição do sistema 
antioxidante de defesa (Zhang, Davies, Forman, 2015). 
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A ingestão de dieta hipercalórica e rica em carboidratos e gorduras por indivíduos 
obesos é outro fator que aumenta a produção de ERO. O estado pós-pradial de hiperglicemia e 
hiperlipedemia eleva a produção de ERO na mitocôndria, o que desencadeia um bloqueio na 
transferência de elétrons do complexo III da cadeia respiratória, devido ao aumento do 
gradiente de prótons na membrana interna mitocondrial, levando à saída de elétrons da 
ubiquinona, com formação de ERO (Matsudaa e Shimomura, 2013; Roul e Recchia, 2015). 
 
 
Figura 4. Esquema simplificado do aumento do estresse oxidativo na obesidade: o acúmulo de tecido adiposo 
leva ao aumento da atividade da enzima NADPH oxidase (NADPH ox), responsável pela produção de espécies 
reativas de oxigênio (ERO), sua atividade também é aumentada pelas ERO. O excesso de ERO leva ao estresse 
oxidativo, que por sua vez, eleva a produção de citocinas inflamatórios, tais como, interleucina 6 (IL-6) e fator 
de necrose tumoral α (TNF- α), através do aumento dos fatores de trancrição pró-inflamatórios nuclear kappa B 
(NF-kB) e proteína apresentadora 1 (AP-1), além de diminuir a produção de adiponectina, proteína anti-
inflamatória. Todos esses fatores associados levam a um estado de inflamação crônica de baixo grau e 
consequentemente à resistência à insulina. Na resistência à insulina há uma maior liberação de ácidos graxos 
livres (AGL), os quais também podem ocasionar o aumento do estresse oxidativo na obesidade. O estresse 
oxidativo também eleva a produção de MCP-1 que é responsável pela diferenciação de pré-adipócitos em 
adipócitos, bem como pelo recrutamento de pré-adipócitos, o que aumenta a infiltração de macrófagos e 
aprodução de ERO. Adicionalmente, as ERO em excesso minimizam a ativação do fator de trancrição nuclear 
eritróide 2  (Nrf2)  diminuindo a expressão de enzimas antioxidantes e glutationa, reduzindo assim, as defesas 
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antioxidantes do organismo levando ao estresse oxidativo (Suryakant et al., 2014; Higuchi et al., 2013; Zagotta 
et al., 2015; Matsudaa e Shimomura, 2013). 
 
A função da fibra dietética no combate à obesidade 
 
A Food Nutrition Board em 2012 definiu fibra total como a soma da fibra 
dietética, que compreende os carboidratos não digeríveis e ligninas que são intrínsecos e 
intactos em plantas e a fibra funcional, que são carboidratos não digeríveis isolados de 
plantas, os quais possuem efeitos fisiológicos benéficos em humanos. O Codex Alimentarius 
define que as fibras devem apresentar umas das seguintes propriedades: aumentar o bolo 
fecal; reduzir os níveis de colesterol total e LDL sanguíneos e/ou diminuir a glicemia pós-
prandial e/ou níveis de insulina sanguíneos e estimular a fermentação colônica. A OMS 
recomenda a ingestão de 25 g/dia de fibras para adultos (Jones, 2014). A “Dietary Reference 
Intakes” (DRI) recomenda a ingestão de 25g/dia de fibras para mulheres e de 38g/dia para 
homens, essas diferenças nas recomendações de fibras entre os gêneros é devida aos cálculos 
das necessidades diárias de fibras serem realizados conforme o consumo energético diário 
(14g/1000 Kcal) (Turner e Lupton, 2011). 
O consumo de fibras está associado a uma menor massa corporal e perímetro da 
cintura (Karl e Saltzman, 2012). Possíveis mecanismos têm sido propostos a fim de explicar o 
efeito das fibras dietéticas na modulação do peso corporal. Alimentos com fibra requerem um 
maior período de mastigação, possibilitando o estímulo no núcleo arqueado, que controla a 
sensação de fome (Fulgoni et al., 2015; Karl e Saltzman, 2012). 
As fibras, especialmente as solúveis, têm propriedades de aumentar a viscosidade 
e reter água, pode retardar a digestão, estimulando a liberação de hormônios intestinais, como 
a colecistoquinina e peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), que contribuem para 
saciedade (Zhou et al., 2015; Slavin, 2013). Fibras também são capazes de dificultar a catálise 
entre as enzimas digestivas e seus substratos, levando a uma menor digestão e absorção de 
nutrientes energéticos. Adicionalmente, as fibras solúveis são capazes de formar gel na 
superfície de absorção intestinal, dificultando assim, o transporte de glicoce, lipídeos e 
colesterol, o que retarda o fornecimento de energia, evitando o consumo excessivo da mesma 
(Kabir et al, 2014). 
O consumo de fibras poderia também diminuir o estresse oxidativo por diminuir a 
absorção de glicose e lipídios, diminuindo assim, o acúmulo de tecido adiposo e produção de 
ERO (Kabir et al, 2014). 
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Além disso, as fibras, principalmente as fermentáveis, podem influenciar na 
regulação do balanço energético em humanos, por sofrerem fermentação microbiana e 
produzirem ácidos graxos de cadeia curta, que aumentam a expressão de pro-
opiomelanocortina (POMC) no hipotálamo, neuropeptídeo que regula a homeostase 
energética no organismo, aumentando o gasto energético (Shen et al., 2009); além de 
aumentar a produção de hormônios gastrointestinais anorexígenos como, peptídeo semelhante 
ao glucagon (GLP-1) e o peptídeo YY (PYY), e diminuir a produção do hormônio orexígeno 
grelina (Zhou et al., 2015; Slavin, 2015). 
Compostos fenólicos como auxiliares no combate à obesidade 
 
Os compostos fenólicos são conhecidos como metabólitos secundários produzidos 
pelos vegetais, sendo essenciais para reprodução e crescimento de plantas, com ação 
antipatógenos e atuação na proteção contra predadores, como insetos (Taiz e Zeiger, 2004). 
A estrutura dos compostos fenólicos geralmente compreende um anel aromático 
com um ou mais grupos hidroxilas substituintes. Atualmente, são conhecidas mais de 8.000 
mil estruturas de fenólicos e englobam desde moléculas simples até outras com alto grau de 
polimerização. Apesar de possuírem estruturas diversas, são referenciados como grupo dos 
“polifenois” (Balasundram et al., 2006; Quideau et al. 2011). Os polifenois são constituintes 
de alimentos vegetais (frutas, vegetais cereais, azeitona, legumes, chocolates, etc) e bebidas 
(chá, café, cerveja, vinho, etc.) e são parcialmente responsáveis pelas propriedades 
organolépticas desses alimentos (D'Archivio et al., 2007; Rio et al, 2013). 
Os compostos fenólicos exibem muitas propriedades fisiológicas como: anti-
alergênico, anti-aterogênico, anti-inflamatório, anti-microbiana, antioxidante, anti-trombótico, 
efeito cardioprotetor e efeitos vasodilatadores, sendo que esses efeitos estão associados ao 
consumo de frutas e vegetais (Li et al., 2015; Zhang e Tsao, 2016; Carocho e Ferreira, 2013; 
Kancheva, 2009). 
Uma de suas principais propriedades é a ação antioxidante, pois possuem a 
habilidade de doar átomos de hidrogênio ou elétrons, ou quelar cátions de metais. Esta 
atividade antioxidante depende do número e posição dos grupos hidroxilas em relação ao 
grupo funcional carboxila (Meo et al., 2013; Balasundram et al., 2006). 
Atualmente o baixo consumo de antioxidantes por meio da dieta também pode ser 
um dos fatores responsáveis pelo desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, favorecendo o 
estresse oxidativo e doenças crônicas associadas (Pisoschi e Pop, 2015). Pesquisas têm 
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demonstrado que compostos antioxidantes, como os compostos fenólicos, podem agir como 
reguladores da obesidade em camundongos e ratos alimentados com dieta hiperlipídica 
(Mnafgui et al., 2015; Terra et al., 2009; Hu e Yen, 2008). Estudos in vitro e in vivo 
observaram que esses compostos induzem a apoptose de pré-adipocitos, adipócitos e 
diminuem o acúmulo de lipídios nos adipócitos (Hu e Yen, 2008). Hu e Yen (2007) 
observaram que a adição de compostos fenólicos na dieta hiperlipídica de ratos levou à 
diminuição da dislipidemia, esteatose hepática e estresse oxidativo. Estudos realizados com 
humanos demonstraram que os compostos fenólicos aumentam a atividade antioxidante, além 
de diminuir a peroxidação lipídica, observada pela diminuição da concentração de MDA no 
plasma (Efraim, Alves e Jardim, 2011). 
Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa (Compostos bioativos, nutrição e 
saúde), observaram que ratos alimentados com dieta hiperlipídica e suplementados com casca 
de jabuticaba, fruta rica em antocianinas, apresentaram melhora no potencial antioxidante 
plasmático, cerebral e renal (Leite et al., 2012; Batista et al., 2014), aumento do HDL-
colesterol e melhora da resistência à insulina (Lenquiste et al., 2014), bem como diminuição 
do estresse oxidativo no cérebro, rins, fígado e plasma com diminuição do marcador de 
peroxidação lipídica, MDA, além do aumento da atividade das enzimas antioxidantes, GPx e 
SOD no fígado e, CAT, SOD e GR no plasma (Batista et al., 2012).  
Outro estudo conduzido em nosso laboratório por Marineli e colaboradores (2015) 
relatou que o consumo de sementes e óleo de chia, que possuem compostos fenólicos, por 
ratos alimentados com dieta hiperlipídica levou à diminuição de marcadores de peroxidação 
lipídica no soro, aumento da atividade de enzimas antioxidantes no plasma (GPx e CAT) e 
aumento da expressão de GPx e SOD no fígado, além do aumento da sensibilidade à insulina. 
Um dos mecanismos de ação dos compostos fenólicos pode ser a sua capacidade 
de promover a translocação do fator de transcrição Nrf2 para o núcleo, ativando genes de 
transcrição dependentes de Nrf2, onde Nrf2 se liga a elementos de resposta antioxidante 
(ERA) levando ao aumento na produção das enzimas antioxidantes, diminuindo assim, os 





          
 
Figura 5. Mecanismo de aumento da expressão de enzimas antioxidantes pelos fitoquímicos. Os fitoquímicos 
são capazes de oxidar kelch-like ECH-proteína associada (keap1), uma proteína repressora do fator nuclear 
eritróide -2 (Nrf2), essa proteína oxidada sofre modificações estruturais o que ativa Nrf2 que segue para o núcleo 
e se liga a uma região promotora de genes, aumentado assim a produção de enzimas antioxidantes como 
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), bem como de glutationa reduzida (GSH) (Suryakant et 
al., 2014). 
 
Compostos fenólicos também são capazes de modular a ativação do fator 
nuclear kappa B (NF-kB) e proteína apresentadora 1 (AP-1), potentes indutores de resposta 
inflamatória que também são ativados por radicais livres (Figura 6). Ao sequestrarem radicais 
livres, ocorre uma diminuição na ativação desses fatores, com consequente diminuição da 
resposta inflamatória (Appel et al. 2015; Bastos, Rogero e Arêas, 2009). Portanto, estes 




            
Figura 6. Vias de sinalização dos fatores de transcrição NF- kB e AP-1. A presença de lipopolissacarídeos 
(LPS), ácidos graxos saturados (AGS) e espécies reativas de oxigênio estimula a via de sinalização do fator de 
transcrição denominado fator nuclear kappa B (NF-kB), enquanto a presença de TNF-α estimula tanto a via de 
sinalização do NF-kB quanto da proteína-1 ativadora (AP-1). A ativação dessas vias resulta no aumento da 
expressão de genes que codificam proteínas envolvidas na resposta inflamatória (Modificado de Bastos e Arêas, 
2009). 
 
Compostos fenólicos e proliferação de celulas tumorais 
 
A literatura científica tem demonstrado que o estresse oxidativo, e a inflamação, 
características da obesidade, estão associados à proliferação de células tumorais (Reuter et al., 
2010). Isso porque, ao ativar as vias inflamatórias mencionadas, como as do NF-kB e AP-1, e 
aumentarem a produção de citocinas inflamatórias, pode ocorrer também a produção de 
proteínas antiapoptóticas como as proteínas da família célula-B de linfoma 2 (bcl-2) - 
proteínas que controlam a divisão celular, como a clicina D1, e fatores de crescimento, como 
o fator de crescimento vascular endotelial, reponsável pelo crescimento de vasos sanguíneos 
(Dayem et al., 2010).  
Em adição, as citocinas pró-inflamatórias também possuem um papel fundamental 
na carcinogênese. Acitocina IL-6 pode estimular a metástase através da super ativação da 
transcrição epitelial mesenquimal, processo que controla a diferenciação e migração celular 
(Gilbert e Slingerland, 2013); as citocinas TNF-α e 1L-1β diminuem o complexo de proteínas 
MMR (“mismatch repair”), responsáveis pelo reparo de erros nas bases do DNA quando o 
ERO
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mesmo se replica (Elinav et al., 2013; Reuter et al. 2010). Por outro lado, a adiponectina, 
adipocina anti-inflamatória, participa do controle da proliferação celular, estimulando a 
apoptose, diminuindo expressão das bcl-2 e a angiogênese (Dieudonne et al., 2006) 
Os compostos fenólicos têm demonstrado efeitos benéficos no controle 
antiproliferativo de células carcinogênicas. Gramado-Serrano e colaboradores (2007) 
observaram efeito antiproliferativo em células carcinogênicas da linhagem HepG2 tratadas 
com ácido clorogênico. Os autores observaram diminuição da produção de ERO nessas 
células após o tratamento, além do aumento de GSH. O estudo sugere que a ação 
antiproliferativa poderia ser devido à ação do ácido clorogênico em induzir a expressão de 
enzimas de fase II através de Nrf2, ocasionando a diminuição do estresse oxidativo, o qual 
está ligado aos mecanismos que desregulam a proliferação celular (Feng et al., 2005). 
Os flavonoides diminuem a proliferação de células tumorais atenuando a ativação 
de NF-κB (Benvenuto et al., 2013). A quercitina foi capaz de diminuir a proliferação de 
células tumorais MCF-7E, induzindo a apoptose através da diminuição da fosforilação de I 
kappa B alfa (IκB-α) e da translocação de NF-κB para o núcleo (Ding et al., 2206). A 
apigenina também é capaz de inibir IκB-α através da diminuição da fosforilação da Ser
536 
da 
subunidade p65, inativando assim, NF-κB (Nicholas et al., 2007). 
Janicke e colaboradores (2005) observaram diminuição da proliferação de células 
tumorais do cólon após três dias de tratamento com o ácido ferúlico. Este composto foi capaz 
de bloquear a fase S (replicação do DNA). Assim, é possível que o atraso na progressão do 
ciclo celular tenha diminuído a proliferação das células através da apoptose (Janicke et al., 
2011).  
Os ácidos fenólicos: ácido ferúlico, p-cumárico e ácido clorogênico demonstraram 
efeito antiproliferativo de maneira dose-dependente contra células tumorais pulmonares e do 
cólon. Tais compostos diminuíram a produção de ânions superóxido que podem ativar sinais 
celulares que regulam a proliferação e a divisão celular, enquanto concentrações elevadas de 
ERO também podem causar danos celulares (Bouzaiene et al., 2015).  
A casca do maracujá 
 
O Maracujá pertence à família Passifloraceae, da ordem Passiflorales. O gênero 
Passiflora inclui cerca de 500 espécies, distribuídas por regiões de clima tropical e subtropical 
do globo, é economicamente o gênero mais importante da família Passifloraceae, tendo frutos 
comestíveis ou apenas sendo cultivadas como plantas ornamentais (Viganó e Martinez, 2015). 
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O gênero é oriundo da América Tropical, pelo menos, um terço de suas espécies tem origem 
no Brasil, que agrega cerca de 100 a 200 espécies (Mallettiet al. 2007; Bernacci, 2003). 
A espécie Passiflora edulis é a mais conhecida, sendo amplamente usada pela 
indústria de alimentos na produção de suco. Na América e Europa, suas folhas são usadas 
como sedativo e tranquilizante. O Seu fruto é do tipo baga e apresenta formatos variados 
como globoso, ovoide e oblongo. O peso varia de 30 a 300 g, com diâmetros de 4,9 a 9 cm e 
comprimentos de 4,3 a 7,2 cm. A cor é variada sendo roxa, amarela, esverdeada e 
avermelhada (Viganó e Martinez, 2015; Durigan, 1998). O maracujá é constituído 
basicamente de epicarpo, flavedo ou casca, mesocarpo ou albedo (parte branca), arilo carnoso, 
endocarpo ou polpa, e semente, conforme ilustrado na figura 7 (Viganó e Martinez, 2015). 
 
 
Figura 7. Morfologia do maracujá (Viganó e Martinez, 2015). 
 
O Brasil é o primeiro produtor e consumidor mundial de maracujá, e maior 
exportador de suco concentrado, sendo que a principal espécie de maracujá explorada 
comercialmente é a Passiflora edulis f. flavicarpa, cultivada em 95% dos pomares de 
maracujá e conhecida como maracujá azedo ou amarelo (Sunitha e Devaki, 2009; Silva et al., 
2013). Embora esta espécie seja nativa do Brasil, seu cultivo só adquiriu expressão econômica 
na década de 1980, com o incentivo da agroindústria de sucos e, principalmente, devido à 
crescente demanda no mercado de fruta fresca (Meletti et al., 2003). Em 2013, o Brasil 
produziu 832 mil toneladas de maracujá amarelo, a região nordeste foi responsável pela maior 
produção com 74,21 % e a região Sudeste, em segundo lugar, com 13,71%, sendo o Brasil 
responsável por cerca de 70 % da produção mundial (IBGE-2013).  








Seu cultivo é focado na produção industrial de suco e polpa, especialmente devido 
ao seu sabor mais ácido e rendimento mais elevado. Para a obtenção da polpa, casca e bagaço 
(sementes e arilo carnoso) são separados, resultando em subprodutos do processamento 
industrial (Viganó e Martinez, 2015). Em muitos casos, essa quantidade de biomassa é usada 
na alimentação animal ou colocada em pomares para agir como fertilizantes. As cascas 
também são utilizadas para a formulação de farinha, e as sementes são destinadas para a 
extração de óleo para a produção de cosméticos. O uso desses resíduos possui vantagens 
econômicas e ambientais, evita o descarte inadequado de biomassa no meio ambiente e pode 
gerar rendimento através da formulação de produtos com alto valor agregado (Zeraik, et al., 
2010; Viganó e Martinez, 2015). 
A casca do maracujá corresponde a 60% do fruto e é composta pelo flavedo (parte 
com coloração) e albedo (parte branca). O último, além de rico em fibras solúveis e 
mucilagens, é fonte de niacina (vitamina B3), ferro, cálcio, e fósforo (Córdova et al., 2005). 
Como membro da família Passifloreacea apresenta compostos cianogênicos (GCs), as 
concentrações destes compostos são dependentes do grau de maturação dos frutos, sendo 
menor conforme o fruto torna-se mais maduro (Spencer e Seigler, 1983). Todas as partes dos 
frutos verdes do maracujá, exceto as sementes, produzem tais compostos. Os frutos maduros 
também retêm significativas quantidades de compostos cianogênicos, mas, como o conteúdo 
cai durante a maturação, a prática de colheita dos frutos no solo favorece a redução destes 
compostos nos frutos destinados ao processamento (Spencer e Seigler, 1983). 
Pode-se afirmar que os GCs são tóxicos e oferecem perigo à saúde devido à 
produção de ácido cianídrico (HCN) por hidrólise (espontânea ou enzimática), sua toxicidade 
é dependente da concentração desses compostos nos vegetais, e da taxa de produção de HCN 
a partir dos GCs (Sahin, 2011). Diversos tratamentos são realizados a fim de diminuir a 
concentração destes compostos em alimentos, tais como: fermentação por imersão em água, 
cozimento e secagem (Imran et al., 2013). 
O interesse pela busca de novas fontes de compostos antioxidantes para o uso em 
alimentos, com o objetivo de diminuir a peroxidação lipídica, ou para aplicações 
farmacêuticas a fim de prevenir doenças crônicas relacionadas ao estresse oxidativo tem 
aumentando nos últimos anos. Adicionalmente, resultados de pesquisas conduzidas com 
resíduos da produção de maracujá têm demonstrado e divulgado que o bagaço e casca são 
fontes de compostos de importância nutricional (Viganó e Martinez, 2015). 
A farinha da casca de maracujá (FCM) é composta principalmente por fibra 
dietética, onde a quantidade de fibras insolúveis sobrepõe a quantidade de fibras solúveis, 
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compostos fenólicos, como a isoorientina (Zeraik et al., 2012) e minerais (Salgado et al., 
2010; Córdova et al., 2005), além de possuir expressiva capacidade antioxidante (Carazin et 
al., 2014) (Tabela 1), podendo melhorar alguns parâmetros da saúde (Cazarinet al., 2014; 
Silva et al., 2014a; Okonogia et al., 2006). 
 
Tabela 1. Compostos Bioativos da farinha da casca de maracujá (FCM) 
Químicos e Compostos Bioativos Quantidade Ref* 
Fibras solúveis 5,26 a 17,11% 1, 2 , 3, 4 e 5 
Fibras insolúveis 48,12 a 65,22%  1, 2, 3, 4 e 5 
Compostos fenólicos totais ** 0,64 a 4,67 EAG g
-1
 1, 4, 5 e 6 
Flavonoides totais  3,18 a 5,12 mg ER g
-1
;1,07 mg EC 
g-1
 4 e 6 
Isoorientin 1230 mg de isoorientin g
-1 
 7 
ORAC- atividade anti-radical 40,83 a 68,58 μmol ET g
-1
 1 
FRAP 34,95 a 36,56 μmol ET g
-1
 1 
DPPH 29,6 a 46,35 % 1 
Ferro 1,5 a 41,10 g Kg
–1
 3 e 8 
Cálcio 3,30 a 28,4 g Kg
–1
 3 e 8 





(Carazinet al. ,2014), 
2
(Yapo e Koffi, 2008), 
3
(Salgado et al., 2010), 
4
(López-Vargas et al, 2013), 
5
(Silva et al., 
2014a), 
6
(Silva et al., 2014b), 
7
(Zeraik et al., 2012). ** ** Método Folin Ciocalteau. EAG: Equivalentes de ácido 
gálico, ER: Equivalentes de rutina, ET: Equivalente de Trolox e EC: Equivalentes de catequina. 
 
Alguns efeitos na saúde têm sido demonstrados em estudos utilizando a casca de 
maracujá. Junqueira-Guertzenstein e Srur (2002) verificaram seu efeito hipoglicemiante em 
ratos diabéticos e normais. Em humanos, estes efeitos também foram observados. Queiroz e 
colaboradores (2008) avaliaram a suplementação da farinha da casa do maracujá amarelo em 
pacientes com diabetes mellitus tipo 2. Estes receberam, diariamente, 30 g do produto, 
durante 60 dias. Observou-se redução significativa na glicemia de jejum acompanhada pela 
redução nos valores médios da hemoglobina glicada. Em relação ao perfil lipídico, não foram 
verificadas reduções dos níveis de colesterol total e colesterol LDL nos pacientes ao longo 
deste estudo. Entretanto, houve redução nos níveis de triglicerídeos e aumento do colesterol 
HDL. Ramos et al. (2007) observaram redução do colesterol total e fração LDL em mulheres 
hipercolesterolêmicas, após a ingestão diária de 30 g da farinha de casca de maracujá, durante 
60 dias. 
Recentemente, estudo conduzido pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que a 
adição de farinha da casca de maracujá na dieta hiperlipídica de ratos protegeu os animais do 
ganho excessivo de peso e de gordura, chegando a valores normais (grupo alimentado com 
dieta normolipídica), além de melhorar a sensibilidade à insulina e aumentar a expressão de 
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genes relacionados à saciedade (Lima et al., 2016). Adicionalmente, sua ingestão modula a 
microbiota em ratos com colite, melhora o estado antioxidante e aumenta a produção de 
ácidos graxos de cadeia curta, que possuem efeitos anti-inflamatórios e agem reduzindo 
doenças inflamatórias intestinais (Carazin et al., 2014; Silva et al., 2014b). 
Portanto, a casca do maracujá, por possuir compostos fenólicos e fibras, poderia 
agir no combate ao estresse oxidativo e contribuir para modular a inflamação presente na 
obesidade, bem como atuar na diminuição da proliferação de células tumorais. Diante do 
exposto, essa tese investigou os efeitos antioxidantes da farinha da casca de maracujá em 


























Capítulo 2- Avaliação da capacidade 
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ABSTRACT 
Byproducts from juice production, such as peels and seeds of fruits are 
investigated for presenting high concentrations of phytochemicals; many times they have 
higher amounts of phytochemicals than fruit pulp. The exploration of these byproducts by 
food industry could be interesting for both the industry and the environment. The objective of 
this study was to determine the total phenolic and flavonoid content, oxygen radical 
absorbance capacity (ORAC), peroxyl radical scavenging capacity (PSC), antiproliferative 
properties, and cellular antioxidant activity (CAA) of Passiflora edulis (P. edulis) peel flour. 
P. edulis peel flour contained phenolic compounds and flavonoids (396.79 ± 6.62mg 
GAE/100g of sample and 110.73 ± 3.99 mg of flavonoids/100g of sample, respectively) and 
high antioxidant activity for both the performed assays (ORAC 10163.33 ± 198.13μmol 
TE/100g of sample and PSC 252.78 ± 5.78 mg of vitamin C equivalents /100g of sample). P. 
edulis peel flour showed antiproliferative capacity with an EC50 value of 15.61 ± 1.44 mg/mL, 
and CAA value at 271.5 ± 50.78 μmol of quercetin equivalents/100 g of sample. The 
chlorogenic acid and p-Coumaric acid were identified by HPLC-DAD. This is the first time 
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that PSC, antiproliferative capacity, and CAA were studied in P. edulis peel flour. The results 
demonstrated the importance of this byproduct by presence of antioxidants, it´s 
antiprolifetarive activity and antioxidant capacity. 
 
Keywords  
Phenolic compounds; Passiflora edulis; antiproliferation; in vitro antioxidant activity, cellular 
antioxidant activity. 
  
Chemical Compounds  
The chemical compounds studied in this article – 2′,7′-Dichlorofluorescin 
diacetate (DCFH-DA) (PubChem CID 77718), Folin–Ciocalteu reagent (PubChem CID 
516996), quercetin dehydrate (PubChem CID 5280343), ascorbic acid (PubChem CID 
54670067), catechin (PubChem CID 9064), sodium borohydride (NaBH4, reagent grade, 
PubChem CID 22959485), chloranil (analytical grade, PubChem CID 8371), and vanillin 
(analytical grade, PubChem CID 1183) were purchased from Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, 
MO); dimethyl sulfoxide (DMSO) (PubChem CID 679) were obtained from Fisher Scientific 
(Pittsburgh, PA); and 2,2′-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (ABAP) (PubChem 
CID 1969) was purchased from Wako Chemicals USA, Inc. (Richmond, VA) 
1. Introduction 
The consumption of fruits and vegetables has demonstrated health benefits 
attributed mainly to the compounds that have antioxidant activity and may counteract 
oxidative stress by neutralizing surpluses of oxidant species (Slavin & Lloyd, 2012). 
Oxidative stress is defined as an imbalance between oxidants and antioxidants in favor of the 
oxidants, leading to a disruption of redox signaling and molecular damage (Sies & Jones, 
2007). Reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species  (RNS) can attack 
proteins, lipids and nucleic acids, leading to extensive membrane damage and loss of cellular 
homeostasis, DNA breakage, and lipid oxidation, which can result in carcinogenesis and a 
range of diseases (Boeing, et al., 2012; Mikhed, Daiber, & Steven, 2016; Trachootham, 
Alexandre & Huang, 2009, Haigis & Yankner, 2010). 
Antioxidant compounds can prevent many diseases by scavenge free radicals, 
neutralize the over production of  ROS, prevent oxidation reactions that can lead to 
production of lipid radicals, chelate redox metals, and singlet oxygen, converting pro-oxidant 
metals to stable products, thus preventing DNA damage, lipid oxidation, aging, and mutations 
(Carocho & Ferreira, 2013; Kancheva, 2009). Polyphenols are the main source of antioxidants 
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in the diet, thus they present an important contribution to dietary antioxidant capacity (Pérez-
Jiménez, Díaz-Rubio1, & Saura-Calixto, 2015; Bouayed & Bohn, 2010). They are able to 
scavenge free radicals and chelate metal due to their electron donation capacity, and their 
antioxidant capacity is dependent on the number and stability of hydroxyls (Meo et al., 2013). 
Radical scavenging activity is related to the antioxidant activity of a food, where presence of 
polyphenols indicates antioxidant activity (Balasundram, Sundram & Samman, 2006). 
Fruits and vegetables are sources of nutrients and dietary fiber, vitamins, and 
other phytochemicals, such as phenolics and carotenoids (Hornick & Weiss, 2011; Liu, 2004). 
In general, the risk of cancer decreases with the increase of fruit and vegetable intake. Dietary 
components, mainly phytochemicals, can modulate signaling pathways in cancer 
development, acting in cell proliferation, cell differentiation, tumor gene expression, and cell 
cycle regulation, thus preventing cancer (Vieiraet al., 2015; Reiss, Johnston, Tucker, Desesso, 
& Keen, 2012). Synergic action between bioactive compounds and nutrients in vegetables and 
fruits can be one explanation for their health benefits (Liu, 2004). 
New sources of antioxidant compounds are described in the publications. Peels of 
several fruits (citrus, apples, berries, and grapes) have shown a good source of natural 
antioxidants, mainly phenolic compounds, the concentration of which can be higher in the 
peel than in the pulp (Ignat, Volf & Popa, 2011). Passiflora edulis (P. edulis) is native from 
Brazil, also known as yellow passion fruit and maracuja (Sunitha & Devaki, 2009). 
The amount of byproducts (peel and seeds) from juice production is expressive, 
and has become a waste and a possible problem for the environment; therefore, solutions for 
using these by products are necessary. Recent studies have demonstrated that P. edulis peel 
flour has antioxidant capacity and high dietary fiber content (Lima et al., 2016; Carazin, Silva, 
Colomeu, Zollner, & Maróstica, 2014; Silva, Cazarin, Batista, & Maróstica, 2014). Further 
studies have demonstrated the ability of P. edulis to improve some health parameters, such as 
hypertension, glycemia, dyslipidemia, and obesity complications (Lima et al., 2016, Ramos, 
Cunha, Sabaasrur, Pires, & Cardoso, 2007; Queiroz et al., 2012; Salgado, Bombarde, Mansi, 
Piedade & Meletti, 2010). Reports on the effect of P. edulis peel flour on cancer cells are 
scarce thus, a screening of the potential bioactivity of this fruit peel against cancer cells is 
relevant. The objective of this study was to determine the antioxidant capacity, 
antiproliferative capacity and cytotoxicity activity toward HepG2 human liver cancer cells, as 
well as the total phenolic compounds, flavonoid content and identify phenolic acids of P. 
edulis peel flour. 
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2. Material and Methods 
2.1. Chemical Composition of Passiflora edulis Peel Flour 
Commercial P. edulis peel flour was purchased from a local market in Campinas, 
São Paulo, Brazil. The moisture content of the P. edulis peel flour (sample) was determined 
by drying a 2 g sample at 105 ºC until the weight was constant. The results were expressed as 
percentage of dry weight in triplicate (Wolfe & Liu, 2003). 
 
2.2. Sample Extraction  
The sample was weighed (1 g) and then 15 mL of 60% ethanol was added. The 
extraction was done at 70 °C for one hour, in triplicate, shaking every 15 minutes. Then, the 
sample was filtered to a volumetric flask (25 mL), 10 mL of 60% ethanol was added to the 
residue, and another extraction was performed. The two filtrates from the extractions were 
homogenized and the volume was completed with distilled water to 25 mL in a volumetric 
flask. The extract was stored at 4 °C (Spagolla, Santos, Passos & Aguiar, 2009) until the 
analasis. This extract was used to determining total phenolics, total flavonoids, phenolic acids, 
rapid peroxyl radical scavenging capacity assay (PSC), hydrophilic oxygen radical absorbance 
capacity (ORAC) assay. 
2.3. Determination of Total Phenolics 
The total phenolic content in P. edulis peel flour was determined using the Folin-
Ciocalteu colorimetric method with some modifications (Singleton, Orthofer, Lamuela-
Raventos, 1999; Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos, 2012). First, a standard curve was 
made using gallic acid (0.0–600.0 mg/mL). The analysis was performed as described below; 
the extract sample or standard solution was placed in a tube with water (1:4, v/v), a Folin-
Ciocalteu reagent (0.1 mL) was added to the solution and mixed well, then the solution was 
left for six minutes at room temperature. Thus, the reaction was neutralized with 1 mL of 7% 
sodium carbonate solution, and the final volume was adjusted to 2.4 mL into the tubes with 
deionized water. The sample was mixed and left for 90 minutes at room temperature. The 
absorbance was measured at 760 nm by spectrophotometer 
(GENESYS 20, Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA). The results were expressed in 
milligrams of gallic acid equivalents (GAE) per 100 g of P. edulis peel flour, and the 
absorbance values were calculated from the standard curve of gallic acid. Data was reported 
as mean ± SD for triplicates. 
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2.4. Determination of Water Soluble Flavonoid Content 
 The total flavonoid content was determined using the sodium 
borohydride/chloranil (SBC) method (He & Liu, 2008; Liu, 2008). One milliliter of tested 
extract was added to the test tubes (15x150 mm), dried to dryness under nitrogen gas, and 
reconstituted in 1 mL of terahydrofuran/ethanol (THF/EtOH, 1:1, v/v). A catechin hydrate 
standard (0.3–10.0 mM) was prepared fresh before use in 1 mL of THF/EtOH (1:1, v/v). 
Added to test tubes with the sample or standard were 50 mM NaBH4 solution and 74.6 mM 
AlCl3 solution (1:1, v/v). Next, the test tubes were shaken in an orbital shaker at room 
temperature for 30 minutes. Subsequently, 0.5 mL of 50.0 mM NaBH4 solution was added to 
each test tube and shaken for another 30 minutes at room temperature. An addition, 0.8 M 
chilled acetic acid solution (2 mL) was added to each test tube and left in the dark for 15 
minutes after being thoroughly mixed. Then, 1 mL 20.0 mM chloranil was added to each 
tube, and they were heated at 95 ºC in a bath incubator and shaken for 60 minutes. After the 
bath, the solutions were cooled with tap water, and the volume was brought to 4 mL using 
methanol. Next, 1 mL of 16% (w/v) vanillin was added to each tube and mixed. 
Subsequently, 2 mL of 12 M HCl was added to each tube and left in the dark for 15 minutes, 
before the solutions were thoroughly mixed. The solutions were centrifuged at 2500 g for 10 
minutes. The absorbance of the solution was immediately measured at 490 nm using a 
spectrophotometer (GENESYS 20, Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA).  The results 
were calculated using the standard curve of catechin concentration. Total flavonoid content 
was expressed as mg of catechin equivalents (CAE) per 100 g of P. edulis peel flour. The 
results were reported as mean ± SD in triplicates. 
2.5. Peroxyl Radicals Scavenging Capacity (PSC) Assay 
The antioxidant activity of P. edulis extract was determined by using a PSC assay 
(Adom & Liu, 2005) with modifications (Shin, Ryu, Liu, Nock & Watkins, 2008). 
In the first step used for the reaction, diacetate moiety was removed from 107 µL 
2.48 mM dichlorofluorescein diacetate by adding 893 mL 1.0 mM KOH for 5 minutes in a 
vial, then diluting it with 7 mL of 75 mM phosphate buffer (pH 7.4). ABAP (200 mM) was 
done fresh in the buffer and left at 4 ºC between runs. The extracts (100 µL) diluted in 75 mM 
phosphate buffer (pH 7.4) were transferred into reaction cells on a 96-well plate and then 100 
µL of dichlorofluorescein was added. 
The 96-well plate was loaded into a Fluoroskan Ascent fluorescence 
spectrophotometer (Thermo Labsystems, Franklin, MA), and the well solutions were mixed 
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by shaking at 1200 RPM for 20 seconds. To start the reaction, 50 µL of ABAP was added. 
The reaction was carried out at 37 ºC in triplicate. For each set, dilutions, control, and 
fluorescence were monitored at 485 nm excitation and 538 nm emission with the fluorescence 
spectrophotometer. The control reaction used was a buffer. Data was acquired with the Ascent 
software program, version 2.6 (Thermo Labsystems). The PSC value was expressed as mg of 
vitamin C equivalents per 100g of P. edulis peel flour. 
2.6. ORAC Assay (Hydrophilic Oxygen Radical Absorbance Capacity) 
The peroxyl radical scavenging efficiency of P. edulis peel flour extracts was 
determined using the ORAC assay (Prior et al., 2003). Fist, a sample was added (prepared as 
described above), fluorescein in phosphate buffer — PB (pH 7.4), and AAPH (1:6:3, v/v/v) to 
black-walled 96-well plates. The procedure was done in the dark. The microplate reader was 
adjusted to fluorescent filters, as 485 nm excitation; 520 nm emission (Prior et al., 2003). 
ORAC values were expressed as μmol TE (Trolox equivalent) per 100 g of P. edulis peel 
flourusing the standard curves (2.5–50.0 μmol TE L
-1
) (Davalos, Gomez-Cordoves, & 
Bartolome, 2004; Prior et al., 2003). Results were reported as mean ± SD in triplicates. 
2.7. Phenolic Acid Determination by HPLC 
Different phenolic compounds in the sample were detected by reverse phase high 
performance liquid chromatography (HPLC) (Shimadzu LC-20AT, Kyoto, Japan), using a 
waters system with an Empower 3.0 workstation, C18 column (Vydac 4.6mm×25cm) 
(Supelco, Nucleosil, Bellefonte, USA), waters 1525 pump, 7525 manual injector, and waters 
2996 photodiode array detector. The binary mobile phase consisted of solvent A (water with 
0.1% trifluoroacetic acid) and solvent B (methanol with 0.1% trifluoroacetic acid). The 
mobile phase gradient used was 0-8 minutes, 100% A; 8-9 minutes, 100%-95%; 9-10 
minutes, 95% A; 10-17 minutes, 95%-90% A; 17-18 minutes, 90%-85% A; 18-34 minutes, 
85% A; 34-43 minutes, 85%-80% A; 43-56 minutes, 80% -50% A; 56-57 minutes, 50%-75% 
A; 57-65 minutes, 75% A. Flow rate was 0.6 mL/min. The pure standards used for 
identification were gallic acid, chlorongenic acid, caffeic acid, p-coumaaric acid and ferulic 
acid. The recoveries of chlorongenic acid and p-coumaric acid from the extract were 104.88 ± 
1.76 and 100.29 ± 1.66, respectively. The samples were identified by retention time and 
absorbance spectrum with sample and standards co-injection. 
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2.8. Cell Culture 
HepG2 cells were grown in Complete Medium (WME supplemented with 5% 
fetal bovine serum (FBS), 10 mM Hepes, 2 mM L-glutamine, 5 μg/mL insulin, 0.05 μg/mL 
hydrocortisone, 50 units/mL penicillin, 50 μg/mL streptomycin, and 100 μg/mL gentamycin) 
and were maintained at 37 °C in 5% CO2 as described previously by Liu & Sun (2003).  
2.9. Cell Proliferation Inhibiting Test 
The antiproliferative effect of P. edulis extracts were assessed using a previously 
reported method (Dong, He & Rui, 2007). Briefly, 100 µL of HepG2 cell suspension was 
seeded at a density of 2.5 x10
4
/well in the central wells of the 96-well microplate. The cells 
were incubated for four hours at 37 ºC in 5% CO2 to allow the cells to sufficiently attach. The 
growth medium was removed from the central wells, and 100 µL of different concentrations 
of P. edulis peel flour extract in fresh medium was added. The controls received cell 
suspension without P. edulis peel flour extract and the blank wells contained 100 μL of 
growth medium with no cells. The plates were incubated for 72 hours at 37 ºC. Following the 
incubation. Cells were then stained with methylene blue solution (98% Hanks balanced salt 
solution (HBSS), 0.67% glutaraldehyde, 0.6% methylene blue) and incubated for 1 h. After 
that, the solution was removed and rinsed with deionized water three times. After the wells 
had air-dried, methylene blue stain in cells was eluted with the elution buffer [1% (v/v) acetic 
acid, 49% (v/v) sodium phosphate buffer (PBS), and 50% (v/v) ethanol] by rotating on a 
bench shaker for 20 min. (Felice, Sun & Liu, 2009). Absorbance was measured at 570 nm 
using a microplate reader, in which each reading for concentration was compared to the 
control. The anti-proliferative effect was expressed by the EC50 value, which was expressed as 
milligrams of P. edulis peel flour extracts per milliliter. Each sample was measured at least 
three times. 
2.10. Cytotoxicity 
The cytotoxicity of fruit extracts toward HepG2 cells was performed as 
described previously by Felice, Sun & Liu (2009). HepG2 cells were seeded on a 96-well 
plate in 100 μL of growth medium at a density 4 × 10
4
 /well and incubated for 24 h at 37 °C 
in 5% CO2. The growth medium was removed, and the cells were washed with PBS. Then, 
extracts of P. edulis peel flour with different concentrations were added to the cells in 100 
μL of medium. Control cultures were performed with the extraction solution without the P. 
edulis peel flour and blank wells contained 100 μL of growth medium with no cells. The 
plates were incubated at 37 °C for 24 hours, and cytotoxicity was determined by the 
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methylene blue assay as described above (Felice, Sun & Liu, 2009). The absorbance was 
read at 570 nm with blank subtraction using the MRX II DYNEX spectrophotometer 
(DYNEX Inc., Chantilly, VA). Sample concentrations were considered to be cytotoxic when 
a reduction of 10% or more to the absorbance of the sample when compared to the control 
was found. The result was expressed as median cytotoxic concentration (CC50). The assay 
was performed at least three times per sample. 
2.11. Cellular Antioxidant Activity (CAA) 
Cellular antioxidant activity (CAA) is a method developed by Wolfe & Liu (2007) 
that screens the efficiency of antioxidants against peroxyl radicals under physiological 
conditions. This assay measures the CAA of extracts in relation to HepG2 human 
hepatocellular liver carcinoma cells. The CAA of P. edulis peel flour extract was performed 
using the method of Wolfe & Liu (2007). Briefly, HepG2 cells were seeded in 100 μL of 
growth medium/well at density of 6 × 10
4
 cells/well on a 96-well microplate. The plate was 
incubated for 24 hours after, the growth medium was removed, and the wells were washed 
with PBS. Cells were treated in triplicate for 1 hour with 100 μL of medium containing P. 
edulis peel flour extract and 25 μM DCFH-D. Then, 600 μM ABAP in 100 μL of 
Hanks'balanced salt solution (HBSS) was added to the wells and the readings of 96-well 
microplate was done into a Fluoroskan Ascent FL plate reader (Thermo Labsystems, Franklin, 
MA) at 37 °C. The wavelength of emission at 538 nm was measured after excitation at 485 
nm every five minutes for one hour, for each plate. Control wells contained cells treated with 
DCFH-DA and ABAP. Blank wells contained cells treated with DCFH-DA and HBSS. The 
blank and the initial fluorescence values were subtracted, after, the area under the curve for 
fluorescence versus time was integrated to calculate the CAA value at each concentration of 
P. edulis peel flour extract as follows: 
CAA units= 100− (∫SA ⁄∫CA) x 100 
where ∫ SA is the integrated area under the sample fluorescence versus time curve, and ∫ CA is 
the integrated area obtained from the control curve. The EC50 was determined for the samples 
from the median effect plot of log (fa/fu) versus log (dose), where fa is the fraction affected 
(CAA unit) and fu is the fraction unaffected (1 - CAA unit) by the treatment. The EC50 values 
were described as the mean ± SD for triplicate sets of data obtained from the same 
experiment. CAA values are expressed as micromoles of quercetin equivalents (QE) per 100 g 
of sample.  
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2.12. Statistical Analysis 
The data analysis was performed using SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc. San 
Jose, CA). The statistical analysis data was expressed as the means ± standard deviation (SD). 
The Students t-test was applied to detect significant differences between the values for cell 
proliferation, cells treated with extract and those untreated (control). Pearson’s correlation 
was performed to verify the relationship between the phenolic and flavonoid contents of P. 
edulis peel flour and PSC. P values was considered significantly different when they were 
lower than 0.05. 
3. Results and Discussion 
3.1. Phenolic Profile and Flavonoid Content in P. edulis Peel Flour 
The quantification of total phenolic content was done using the Folin–Ciocalteu's 
phenol reagent. The results of total phenolics and flavonoids are shown in Table 1. Phenolics 
are the most phytochemical compounds studied and their presence in plant food indicates 
antioxidant capacity. There is strong correlation between total phenolic content and 
antioxidant activity found in fruits, vegetables, and whole grains (Liu, 2013; Liu, 2007; 
Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Studies have shown that diets rich in phenolic compounds 
from plant food may offer health benefits such as decreased risk of chronic diseases (Salas-
Salvado et al., 2016). In the present study, the percentage of moisture content of P. edulis peel 
flour was 6.50% ± 0.18, this result is in accordance with publications (Carazin, Silva, 
Colomeu, Zollner, & Maróstica, 2014). 
 
Table 1. Total Phenolic, Flavonoid contentand Antioxidant Activity of P. edulis Peel Flour. 
  P. edulis peel flour (100g of sample*) 
    
Total phenolic compounds (mg GAE) 396.79 ± 6.62 
Total flavonoids (mg CE) 110.73 ± 3.99 
PSC activity (mg of vit C equivalent) 252.78 ± 5.78 
ORAC activity (µmol Trolox equivalent) 10163.33 ±198.13 
* Data are expressed as a mean values ± SD (N=3). GAE, Gallic acid equivalents; CE, Catechin equivalents; 
PSC, peroxyl radical scavenging capacity; ORAC, oxygen radical absorbance capacity. 
 
The peel flour of P.edulis showed a higher concentration of phenolics in 
comparison with showed by Carazin, Silva, Colomeu, Zollner, & Maróstica (2014) to extracts 
of P. edulis peel flour: aqueous, hydro alcoholic, and methanol: acetone (253 ± 0.03; 206 ± 
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0.08 and 230 GAE/100g of sample, respectively). López-Vargas, Fernández-López, J., Pérez-
Álvarez, J.A., Viuda-Martos (2013) also found lower amounts of phenolics in byproducts 
from P. edulis (seeds and peel) than the ones described here, for the methanol extract (298 mg 
GAE/100g) and aqueous (98 mg GAE/100g), but found highest concentration in 
dimethylsulfoxide extract (431 mg GAE/100g). Other investigations also reported lower 
results to total phenolic content in P. edulis peel dried at different temperatures (ranged from 
75 to 239.5 GAE/100g of peel) than our findings (Nascimento et al., 2016; Martínez et al., 
2012; Oliveira et al., 2009). 
The quantification of phenolic compounds in plant food is dependent on some 
factors such as: the extraction solvent used and other antioxidant compounds present in the 
sample that can reduce folin reagent, thus influencing the results; cultivation; photoperiod; 
temperature; and fruit maturation (Fenten et al., 2016; Uleberg et al., 2012) 
Flavonoids are one of the main constituents of the phenolic compound group 
founded in plant food (Liu, 2004). Studies in vitro and in vivo have shown that flavonoids 
have anticancer and anti-inflammatory activities due to their antioxidant properties and 
capacity to modulate intracellular signaling (Sak & Everaus, 2015; Rauf et al, 2016). 
Therefore, a diet rich in flavonoids is negatively associated with the risk of chronic diseases 
(Liu, 2004). 
Our results showed higher amounts of flavonoids in P. edulis peel flour in 
comparison with pulp of P. edulis 14.20 ± 0.24 mg CE/ 100g of fresh weight (Konta et al., 
2014). Silva et al. (2014) found lower concentrations of flavonoids in pulp and byproduct 
(seed) of P. edulis (60.37 ± 5.91 and 43.08 ± 4.00 mg CE/ 100g of dry basis, respectively) in 
relation to our data (110.73 ± 3.99 mg CE/ 100g of sample). In addition, P. edulis peel flour 
showed higher amounts of flavonoids than byproducts (peel) of pear and grape (19.8 ± 1.7; 
3.15 ± 0.05 mg CE/100g of peel) (Leontowicz et al., 2003; Negro, Tomassi & Micelli, 2003), 
but not for apple peel that showed values higher than the reported here (Liu, 2004). 
The acid phenolic profile of P.edulis peel flour identified by HPLC-DAD was 
shown in Figure 1. The chlorogenic acid and p-Coumaric acid were identified and quantified 
(6.75 ± 0.30 and 1.77 ± 0.10/ 100g of sample, respectively) in P. edulis peel in this study. 
This is the first time that these compounds were identified in P. edulis peel flour. Other 
compounds have been described in P. edulis, such as, isoorientin, vitexin, and isovitexin in 
leaves (Pereira et al., 2004), and isoorientin in rinds and pulp (Zeraik & Yariwake, 2012; 
Zeraik & Yariwake, 2010). Chlorogenic acid and p-Coumaric have shown anti-cancer effects 
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acting through the modulation of the protein activities and cell signaling (Pei, Ou & Ou, 2016; 











Fig. 1. HPLC-DAD chromatograms of P. edulis peel flour: (A) Gallic acid co-injected with P. edulis under 272 
nm; (B) P. edulis chromatogram under 272 nm; (C) phenolic acids standards co-injected with P. edulis under 
327 nm; (D) P. edulis chromatogram under 327 nm; (1) Gallic acid; (2) 5-0-Chlorongenic acid; (3) Caffeic acid; 















Table 2. CAA and cytotoxicity in P. edulis peel flour. 
The results were expressed as mean ± SD, n = 3. 
a 
Cellular Antioxidant Activity.  
b 
Cytotoxic concentration was done in hydroalcoholic extract of P. edulis peel flour 
3.2. Total Antioxidant Capacity 
The total antioxidant activity of P. edulis peel flour is shown in table 1. The total 
capacity of P. edulis was measured by ORAC and PSC assays (10163.33 ± 198.13 µmol 
TE/100 g of sample and 252.78 ± 5.78 mg of vit C equivalent /100 g of sample, respectively) 
(Table 1.). ORAC result (10163.33 ± 198.13 µmol TE/100 g of sample) for our sampleis 
higher than the one found in P. edulis peel flour evaluated by Carazin, Silva, Colomeu, 
Zollner, & Maróstica (2014) in which ORAC values ranged from 4.083 a 6.858 μmol 
TE/100g of sample to methanol/acetone, hidroalcoholic and aqueous extracts. P. edulis peel 
flour showed an important antioxidant capacity when compared with other fruits such as apple 
(ORAC results value of 4592 ± 201 μmol TE/100 g fruit) (Wolfe et al., 2008) and several 
grape cultivars (ORAC results value range from 378.7 ± 24.8 to 2504 ± 271.0 μmol TE/100 g 
fruitand PSC results value range from 31.2 ± 1.4 to 557± 50 mg of vit C equivalent/100 g) 
(Liang, Cheng, Zhong & Liu, 2014). 
 The search for more reliable and faster methods for assessing the antioxidant 
capacity of foods has been conducted and PSC assay is one of the methods developed. PSC 
assesses the both hydrophilic and lipophilic antioxidant capacity of food extracts, pure 
compounds, and biological samples against biologically relevant radicals (Adom & Liu, 
2005). Positive correlation between total phenolic content, total flavonoids, and PCS were 
found in P. edulis peel flour r
2
 = 0.9575 and r
2
 = 0.9141, respectively. Previous studies have 
shown correlation between antioxidant capacity, phenolics, and flavonoids content in many 
kinds of fruits, indicating that compounds have an important contribution to antioxidant 
capacity of fruit extracts (Roesler, Catharino, Malta, Eberlin & Pastore 2006; Malta, Tessaro, 
Eberlin, Pastore & Liu, 2013; Chan Gan & Corke, 2016). 
3.3. Inhibition of Human Cancer Cell Proliferation 
The effects of P. edulis flour peel extract against the growth of HepG2 human 
liver cancer cells in vitro are presented in Figure 2. The results were showed as the median 
effective dose (EC50), with a lower EC50 value indicating a higher antiproliferative activity. 
  
a
CAA (μmol of quercetin equiv/100 g of sample) 
b
CC50 (mg/mL) 
P. edulis peel flour  271.50 ± 50.78 > 40 
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The antiproliferative ability of P. edulis peel flour extract had not been investigated 
previously. HepG2 human liver cancer cells were treated with extracts equivalent to 1.0 to 
50.0 mg/mL of P. edulis peel flour to identify doses with an inhibitory effect on proliferation 
and doses that were not cytotoxic to cells. Culture cells have been used to investigate the 
mechanisms of oxidative stress and also to research the effects of antioxidant compounds 
against different cell stressors. There are many types of cells and stressors that can be used to 
evaluate effects from antioxidant compounds in some diseases (Niki, 2010). The protector 
effect of some fruits and vegetables against DNA damage have shown to be the main factor 
that decreases the initiation of human cancer (Liu, 2015). 
Extract of P. edulis peel flour showed an important antiproliferative effect against 
HepG2 human liver cancer cells in a dose-dependent manner EC50 =15.61 ± 1.44 mg/mL. The 
extracts display toxicity at concentrations higher than 20 mg/mL, with CC50 higher than 40 
mg/mL. Our results showed higher antiproliferative activity than exotic Brazilian fruits 
gabiroba, guapeva, and murici. Fruits from Brazil cerrado biome showed EC50 values of 40.7 
± 4.8, 37.9 ± 2.2 and 173.6 ± 18.2 mg/mL of extract, respectively (Malta, Tessaro, Eberlin, 
Pastore & Liu, 2013), indicating that lower quantities of P. edulis peel fluor are able to inhibit 
50% of cell proliferation when compared with Brazil cerrado fruits. Cranberry extract showed 
similar value to EC50 (14.5 ± 0.5 mg/mL) compared with P. edulis peel flour (Sun, Fang Chu, 
Wu & Liu, 2002). The antiproliferative effect of fruits can be due to a specific phenolic 
compound or a class of phenolics (Malta, Tessaro, Eberlin, Pastore & Liu, 2013; Liang, 





Fig. 2. Antiproliferative activity and cytotoxicity toward HepG2 human liver cancer cells by P. edulis peel flour 
extract. EC50 means values ± SD (n=3). 
 
3.4. Cellular Antioxidant Activity (CAA) 
The cellular antioxidant activity of P. edulis peel flour was measured using CAA 
assay. The CAA was done with concentrations lower than 20 mg/mL of P. edulis peel flour 
that did not show cytotoxicity. CAA assay provides a cell model capable of screening food 
phytochemicals and dietary supplements in relation to potential biological activity. This 
method represents more biological systems than those currently used to measure antioxidant 
activity. CAA addresses the complex biological system including some issues of metabolism, 
such as uptake and distribution. CAA uses a peroxyl radical, a physiological oxidant in the 
human body to assess the prevention of oxidation by antioxidant compounds (Wolf & Liu, 
2007). 
The CAA value for P. edulis peel flour was 271.5 ± 50.78 μmol quercetin 
equivalents/100 g of sample. The EC50 for CAA was 1.69 ± 0.26 mg/mL. We found higher 
CAA value than other data about exotic Brazilian fruits (murici, gabiroba, and guapeva with 
CAA values, 41.36 ± 17.89, 33.90 ± 18.87 and 23.38 ± 4.26 μmol quercetin equivalents/100 
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gof  fruit) (Malta, Tessaro, Eberlin, Pastore & Liu, 2013). Our CAA data for P. edulis peel 
flour was higher than others reported for blueberry, cranberry, apple, red grape, and green 
grape (171 ± 12; 52.1 ± 1.3; 28.1 ± 4.1; 24.1 ± 1.7; 9.39 ± 0.49 μmol quercetin 
equivalents/100 g of fruit, respectively) (Wolf & Liu, 2007). We also found higher values of 
CAA in P. edulis peel flour than showed by 24 grapes cultivars, values of CAA ranged from 
3.9 to 139 μmol quercetin equivalents/100 g of grape (Liang, Cheng, Zhong & Liu, 2014). 
Therefore, from these results we can conclude that P. edulis peel flour has a high CAA 
activity and it can be used to improve the rate of antioxidant potential of foods. 
3.5. Conclusion 
P. edulis peel flour extract presented an important total phenolic and flavonoid 
content. The results showed stronger antioxidant activity assessed for two different methods, 
PSC and ORAC. P. edulis peel flour extract showed high antioxidant activity in the cell 
model and a potent inhibitory activity on HepG2 cell growth. 
 The chlorogenic acid and p-Coumaric acid were found in P. edulis peel for the 
first time. These compounds may contribute to the antioxidant activity demonstrated by P. 
edulis peel in this study. These results show that waste from juice production is a source of 
natural antioxidants and has a powerful antioxidant and antiproliferative activity which could 
be useful in the food industry. 
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Passion fruit peel intake reduces oxidative stress and modulates inflammatory 
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ABSTRACT 
This study investigated in vitro and in vivo antioxidant potential of Passiflora edulis peel flour 
(PEPF) and its effect against high-fat diet-induced obesity. Male Sprague Dawley rats were 
divided in 3 groups (n=8/group) according to the diets: control for 10 weeks (based on AIN-
93G), high-fat diet (HFD, 35% fat - w/w) for 10 weeks, and HFD for 4 weeks followed by 
HFD with PEPF (HFPF) in the latest 6 weeks. PEPF showed amounts of bioactive 
compounds, such as phenolics and carotenoids, which resulted in an important antioxidant 
capacity demonstrated by FRAP, ORAC and DPPH assays. Moreover, PEPF was effective in 
reducing body weight gain and fatness, but did not decrease the diet intake. The lipid 
peroxidation in the liver and adipose tissue was reduced in the HFPF-fed animals, while the 
liver SOD, GPx, GR activities and GPx and GR content were increased. In addition, the 
consumption of PEPF decreased activation of JNK in adipose tissue. These results suggest 
that PEPF could act as adjuvant to the management of obesity, preventing the excessive body 
weight gain and adiposity. In addition, PEPF improves antioxidant parameters, such as 
augment of antioxidants enzymes and reduction of lipid peroxidation, which could decrease 





Keywords: Obesity, Bioactive compounds, Inflammation, Passiflora edulis, Oxidative stress, 
Antioxidant potential. 
1. Introduction 
The augment of obesity has been considered an epidemic health problem (Burgio, 
Lopomo, & Migliore, L., 2015). The prevalence of obesity has more than doubled worldwide 
between the years 1980 and 2014. In 2014, more than 1.9 billion adults were overweight, in 
which over 600 million were obese (WHO, 2014).  
The main features of the obesity could be described as a state of chronic low-
grade inflammation and fat accumulation, mainly the visceral fat, and it is associated with 
metabolic disorders, such as hypertension, type 2 diabetes, and dyslipidemia (Gerald & 
Reaven, 2011; Burgio, Lopomo, & Migliore, L., 2015). The reason for the increase of obesity 
has not been sufficiently clarified, once it is a chronic disease of multifactor origin, such as 
behavior, social, psychological, metabolic, cellular and molecular (Swinburn, 2011). 
In obesity, fat accumulation increases oxidative stress, which has an important 
role in the pathogenesis of the cardiometabolic disease (Haffner, 2007). Reactive oxygen 
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) are products from cellular metabolism and, 
in low concentrations, participate in several cell functions, such as proliferation, 
differentiation, apoptosis, immunity and cell signaling (Weidinger & Kozlov, 2015). 
However, ROS and the RNS in high concentrations may cause damage to DNA, proteins and 
the cell membrane (Habib & Ibrahim, 2011; Weidinger & Kozlov, 2015). 
Oxidative stress, obesity and pro-inflammatory response have shown to be 
interlinked. The increased adipose tissue leads to macrophage infiltration by activation of 
circulating monocytes that are stimulated through of several factors, such as secretion of 
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), leptin, adipose tissue hypoxia and stress of 
endothelial cells leading to monocytes differentiation into macrophages in white adipose 
tissue (WAT) (Matsudaa & Shimomura, 2013; Trayhurn, 2013). Macrophage infiltration may 
generate a wide range of mediators to the pro-inflammatory response, such as interleukin (IL); 
IL-1β, IL-6 and tumor necrosis factor α (TNF-α), which increase even more the ROS and 
RNS production that activate several redox sensitive pro-inflammatory transcription factors, 
as nuclear factor-κB (NF-κB) and activator protein-1 (AP-1). These factors unleash the 
production of inflammatory cytokines, which in turn increases ROS production, increasing 
the pro-inflammatory response (Bryan et al., 2013, Matsudaa & Shimomura, 2013; Harford et 
al., 2011) 
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Studies have indicated that antioxidant compounds, such as polyphenols may have 
anti-obesity effects by decreasing the oxidative stress, counteracting the pro-inflammatory 
process, reducing activation of transcription factors, and then leading to a decreased 
production and release of pro-inflammatory cytokines (Chacon et al., 2016; Shen et al. 2012). 
P. edulis, commonly called yellow passion fruit, is native from Brazil and 
currently is worldwide known (Sunitha & Devaki, 2009). Brazil is the major producer of 
yellow passion fruit in the word and the largest exporter of concentrate juice (Araujo et al., 
2005). P. edulis peel flour (PEPF) has shown antioxidant capacity and high dietary fiber 
content (Cazarin et al., 2014; Silva et al., 2014; Okonogia et al., 2006; Lima et al., 2016) that 
can improve health parameters. Studies have found positive results of its consumption in the 
control of glycemia, dyslipidemia, and hypertension in animals and humans (Correia et al., 
2014; Salgado et al., 2010; Ramos et al., 2007; Queiroz et al., 2012; Ichimura et al., 2006; 
Lima et al., 2016). 
The PEPF is a byproduct from passion fruit juice industry. To the best of our 
knowledge, there are a few studies regarding the use of passion fruit peel in diet-induced 
oxidative stress, obesity and inflammation, as well as the physiological or molecular 
mechanisms involved in this process. Thus, in this study we evaluate the potential 
antiobesogenic of PEPF ingestion by rats fed on HF-diet.  
2. Material and methods 
2.1. Passiflora edulis peel flour chemical composition 
A commercial PEPF was obtained from a local market in Campinas-SP, Brazil. 
Protein (Kjeldahl method - AOAC, 2005), ash (met 942.05 AOAC, 2005), moisture (met 
934.01, AOAC, 2005), and total lipids (Bligh & Dyer, 1959) contents were evaluated 
following standard methods. Dietary fiber, both soluble and insoluble was evaluated by an 
enzymatic-gravimetric method (Prosky et al., 1992). Total carbohydrate content was 
determined through the percentile difference from all the other constituents.  
2.2. Passiflora edulis peel flour physical/chemical characterisation 
Physical/chemical characterisation of  P. edulis peel flour was done in accordance 
with Adolf Lutz (IAL, 2008): pH was determined using a pH-meter (Tecnal model TEC-5, 
Piracicaba, SP e Brazil), total soluble solids (TSS) were determined by reading on a portable 
refractometer (QUÍMIS ISSO-9002), 0-90 ºBrix scale; total titratable acidity (TTA) was done 
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by titrimetric with sodium hydroxide solution 0,01 mol L
-1
, the result was expressed  as 
percentage of citric acid and was calculated the relation TSS/TTA (ratio). 
2.3. Acqueous ethanol extract of Passiflora edulis peel flour 
PEPF (1g) was weighed in a plastic sealed tube and 15 mL of ethanol 60% was 
added. The extraction was performed at 70 °C for 1 h, shaking every 15 minutes; samples 
were filtered after this time. The filtrate was transferred to a volumetric flask (25 mL). The 
residue was added with an additional volume of 10 mL of ethanol 60%, and another 
extraction process was done as above. The filtrates from the two extractions were 
homogenized and the final volume (25 mL) of the flask was with distilled water. The extract 
was stored in amber flasks at 4 °C until analysis (Spagolla et al., 2009). This extract was used 
for the analysis of total phenolic, flavonoids and antioxidant potential and phenolic compound 
identification by high performance liquid chromatography (HPLC-DAD). 
2.3.1. Total phenolic compounds content 
The total phenolic compounds content from acqueous ethanol extract of PEPF 
was measured according to Folin–Ciocalteu's method (Swain & Hillis, 1959), with 
adaptations (Silva et al., 2014). The absorbance was read at 725 nm in a microplate reader 
Synergy HT, Biotek (Winooski, USA); with Gen5™2.0 data analysis software 
spectrophotometer. Gallic acid was used as standard, and the results were expressed in terms 
of gallic acid equivalent (mg GAE g
−1
). 
2.4. Total yellow Flavonoid content 
Total yellow flavonoid content was determined by the aluminum chloride 
colorimetric assay. An aliquot (500 µL) of water-diluted sample or standard solutions of 
catechin (Zhishen, Mengcheng, Jianming, 1999) and 30 µL of 5% NaNO2 were added to assay 
tube and allowed to rest 5 minutes. Then, 60 µL of 10% AlCl3 was added and at the 6
th
 
minute, 200 µL 1 MNaOH and 310 µL distilled water were added. The solution was mixed 
and the absorbance was measured against a reagent blank at 510 nm. A calibration curve was 




2.5. Total Carotenoids content 
Acetone (100 mL) was added to 10 g of PEPF and incubated for 1 h in a shaker at 
room temperature. The solution was filtered and 100 mL of acetate was added to residue of 
PEPF. This process was carried three times. The filtrates from the three extractions were 
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combined. The extract was concentrated in a rotary evaporator at 35 °C. Furthermore, the 
extracts were transferred to a 25 mL volumetric flask and the volume was completed with 
acetone. The total carotenoids content was determined according to Higby (1969). The 
samples (10 mL) were added to a solution containing 30 mL isopropanol and 10 mL hexane, 
in an erlenmeyer flask, and mixed for 1 min. Then, the solution was transferred to a 125 mL 
separating funnel and distilled water was gently added. After the washing, the extract was 
allowed to rest for 30 minutes, and after, the aqueous phase was drained. The procedure was 
repeated twice. The hexane layer was drained through the funnel, and sodium sulfate was 
used to clot the remaining water. Later the hexane solution was filled to flask containing 5 mL 
acetone. The volume was accomplished with hexane. The absorbance was read at 450 nm in a 
spectrophotometer (Agilent 8453, CA, USA). The total carotenoids content was calculated as 
follows:  
Carotenoids (mg/100g) = (A x 100)/ (250 x L x W)  
A= absorbance 
L= pathlenght 
W= Amount of the original sample (mL) in final volume of the dilution  
2.6. β-carotene contents 
Total β-carotene content was determined in accordance to Carvalho, Collins & 
Rodriguez-Amaya (1992) with modifications, 10 g of PEPF was weighted and the pigments 
was extracted with acetone on disintegrator type Turatec (Marconi, MA 102, Piracicaba, SP, 
Brazil). The pigments were transferred to petroleum ether and concentrated until final volume 
of 10 mL. An aliquot was dried under nitrogen flow and diluted in the mobile phase. The 
detection and quantification were done by HPLC chromatography with diode array detector 
(DAD) monitored at 450 nm (Agilent, Infinity 1260, CA, USA). The separation of 
compounds from samples was carried in column C18 of 125 x 4 mm i.d (Merck, Li Chrospher 
100 RP-18 5um, USA), with mobile phase composed of 
acetonitrile:methanol:ethylacetate:triethylamine (72.95:20:07:0.05, v/v/v/v), flow of 1.5 
mL/min in a isocraticsystem, and external standardization (β-Carotene, Catalog No C4582, 
Sigma Aldrich). 
2.7. Identification of major phenolics compounds 
The analysis of the phenolic compounds from the acqueous ethanol extracts of 
PEPF was carried out in a HPLC system (HPLC Agilent 1100 Series, Englewood, CO, USA), 
with manual injection, 50 µL sample loop and ternary pump, coupled with DAD (Agilent 
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G13158, Englewood, CO, US). The following phenolic compounds were evaluated: gallic 
acid; catechin, epicatechin, vanillic acid, rutin, ellagic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, 
kaempferol, resveratrol, quercetin. The oven (Agilent 1100, Englewood, CO, USA) was 
operated at room temperature (25 ± 2°C), and data was obtained and processed using the 
software ChemStation (Hewlett Packard, Waldbronn, Germany). A reverse phase 
chromatographic column (C18 Eclips XDB (5 µm x 250 mm x 4.6 mm), Agilent, Englewood, 
CO, USA). A reverse phase chromatographic column (C18 Spherisorb ODS (250 mm×4.5 
mm)) from Waters, Milford, MA, USA) and a pre-column with the same stationary phase and 
diameter were used. The mobile phase was 1% (v/v) orthophosphoric acid in water (A) and 
acetonitrile (B). The elution gradient started at 95:05 (A:B) at 0.7 mL min
-1
. This condition 
was maintained for 5 minutes and then, the concentration of A was decreased until reach 
60:40 at 25 minutes, followed by a linear increase of solvent A to 95% until the 35 minutes. 
The detection was monitored at 210, 254, 280, 300 e 340 nm, which allows the simultaneous 
tentative of phenolic identification. The peak identification was based in the relative retention 
time (RT) and spectra data with polyphenol standards. The concentrations of the identified 
compounds were calculated from the analytical curves obtained, using commercial products 
under identical chromatographic conditions (external standardization). The extracts were 
filtered through 0.22 μm filters (GV milex polyethylene membrane durapore 0.22 pore, 13 
mm non-sterile), before injecting in the HPLC. 
2.8. Determination of antioxidant potential in Passiflora edulis peel flour 
Absorbance and fluorescence were done in a microplate reader Synergy HT, 
Biotek (Winooski, USA); with Gen5™ 2.0 data analysis software. 
2.8.1. DPPH free radical scavenging activity  
The free radical scavenging activity of the extracts was evaluated based on the 
DPPH method (Braca et al., 2001), with modifications (Silva et al., 2014). A trolox 
calibration curve was also made in order to express the results as trolox equivalents (µmol TE 
g
-1
 of sample). 
2.8.2. FRAP assay (ferric reducing antioxidant power) 
The ferric reducing ability of the extracts was determined by FRAP method 
(Benzie & Strain, 1996), with adaptations (Silva et al., 2014). The trolox standard curve was 
made (10–800 μmol TE L
-1




2.8.3. ORAC assay (hydrophilic oxygen radical absorbance capacity) 
In the dark, the following solutions were added in black microplates: sample 
(prepared as described above), fluorescein in phosphate buffer — PB (pH 7.4), and AAPH 
(1:6:3, v/v/v). The microplate reader was adjusted to fluorescent filters, as 485 nm excitation; 
520 nm emission (Prior et al., 2003). ORAC values were expressed in μmol TE using the 
standard curves (2.5–50.0 μmol TE L
-1
) (Davalos, Gomez-Cordoves, & Bartolome, 2004; 
Prior et al., 2003). 
3. In vivo experimental design 
The study was approved by the Institutional Animal Care and Use Committee 
(Permission 3069-1). The animals were cared in accordance with the institutional ethical 
guideline. Twenty four male, 3-week-old Sprague–Dawley rats were obtained from 
Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory Animal Science - 
University of Campinas. The animals were allocated in individual cages under controlled 
conditions of temperature (22 °C ± 2) and a light–dark cycle (12/12 h). They were divided 
into 3 groups (n=8) and fed on a standard diet (American Institute of Nutrition (AIN- 93G) 
(Reeves, Nielsen & Fahey, 1993) diet for 1-week acclimation. The control (C) group 
consumed a normolipidic diet based on AIN-93G containing 12% of protein (Lenquiste et al., 
2012); the high-fat (HF) group consumed a high-fat diet containing 4% (w/w) soybean oil and 
31% (w/w) lard (Dragano et al., 2012); the HF Passiflora flour (HFPF) group consumed a 
high-fat diet with 50% of the cellulose replaced by PEPF. The groups C and HF received the 
same diet in the entire experiment (10 weeks). The HFPF rats were initially kept on a high-fat 
diet for 4 weeks as a HF group, and then PEPF was added for additional 6 weeks. No 
significant difference was demonstrated between weight of HF and HFPF groups at the 
beginning of the treatment (P>0.05), the diet compositions are presented in Table 1. 
Food intake was monitored three times a week and body weight gain was once a 
week. After 10 weeks, the animals were maintained on fasting for 12 h and killed by 
exsanguination and decapitation. The tissues were removed, cleaned with saline solution 
(0.9%) and weighed, frozen immediately in liquid nitrogen and then stored at -80 °C for 
further analysis. The collection of blood sample was done in appropriated tubes in which 
serum and plasma were obtained by centrifugation (1098 RCF for 15 minutes), separated and 









Ingredient (g/Kg of diet) C HF HFPF 
    Cornstarch 435.12 258.3 258.3 
Casein (85.5%) 140.35 140.35 140.35 
Dextrinized corn starch 144.51 85.79 85.79 
Sucrose 109.57 65.05 65.05 
Soy oil 70.0 40.0 40.0 
Lard - 310 310 
Cellulose 50.0 50.0 25.0 
PEPF - - 25.0 
Mineral mix (AIN-93G-MX) 35.0 35.0 35.0 
Vitamin mix (AIN-93G-VX) 10.0 10.0 10.0 
L-Cystine 3.0 3.0 3.0 
Choline bitartrate 25 2.5 2.5 
Tert-butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 
 
C, Control group fed on AIN 93G diet; HF, High-fat group; HFPF, modified high-fat diet containing passion 
fruit peel flour. 
* Diets were prepared according to American Institutite of Nutrition for AIN 93-G (Reeves, Nielsen, & Fahey, 
1993) with modified protein content to 12% according to Lenquiste et al., 2012. 
4. Biochemical analyses 
4.1. Antioxidant capacity in serum 
4.1.1. Preparations of samples 
Solution of ethanol:ultrapure water and 0.75 mol L 
-1 
metaphosphoric acid was 
used to treat the serum (Leite et al., 2011). These solutions were used to FRAP (Benzie & 
Strain, 1996) assays, carried out as described 2.8.2. 
4.1.2. Determination of 8-iso-PGF2α-isoprostane 
Commercial kit from Cayman Chemical (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 
USA) was used to determine plasma levels of 8-isoprostane (516351) by an enzyme 
immunoassay kit from Cayman Chemical. 
4.2. Lipid peroxidation by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay 
TBARS was done in serum, liver and epididymal adipose tissue extracts 
according to Ohkawa, Ohishi, & Yagi (1979), with adaptations. Liver was lyophilized and 
macerated to obtain a powder; adipose tissue was homogenized for 20 seconds using a 
Polytron-type processor in buffer (8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)). Samples (tissues and 
serum) were mixed with SDS and working reagent (2-thiobarbituricacid—TBA, 5% acetic 
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acid and 20% sodium hydroxide). Then, heating at 95 °C for 60 minutes, the samples were 
left in ice bath for 10 minutes and centrifuged at 10,000 g, 10 minutes. The reading was done 
using a 96-well microplate, the supernatant was read at 532 nm. Standard curve (0.625–50 
nmol MDA mL 
−1
) was obtained using malondialdehyde standard (MDA). Results were 
expressed as nmol MDA mg 
−1
 tissue or nmol MDA mL 
−1
 serum. 
4.3. Determination of liver peroxide index  
Liver peroxide index determination was done in lyophilized and macerated liver. 
Lipids were previously extracted from samples of each animal by the method of Bligh and 
Dyer extraction with some modifications (1959). After, 3 mL were removed from solution 
lipid extraction and hydroperoxides analysis was carried. Peroxide index determination was 
performed according to AOAC (1995). The results were expressed in milliequivalent of 
peroxides per kg of tissue (mEq/kg). 
4.4. Enzymatic and non-enzymatic endogenous antioxidant system 
4.4.1. Reduced glutathione (GSH) 
GSH levels were determined using Ellman’s reagent (DTNB) in the phosphate 
buffer (PB) homogenates of liver (Ellman, 1959), with some modifications. Absorbance was 
read at 412 nm, GSH solution (2.5– 500 nmol GSH mL 
-1
) was used as standard. The GSH 
contents were expressed in nmol mg 
-1
 protein. The protein concentration of tissues 
homogenates were quantified by Bradford method (Bradford, 1976). 
4.4.2. Glutathione peroxidase activity (GPx) 
GPx assay is based on the oxidation of 10 mmol reduced glutathione by 
glutathione peroxidase linked to the oxidation of 4 mmol NADPH by 1 U enzymatic activity 
of GR in the presence of 0.25 mmol H2O2. The activity of GPx was quantified in PB 
homogenates of liver. The level of NADPH oxidation was accompanied by the decrease in 






4.4.3. Glutathione Reductase activity (GR) 
GR activity was evaluated in PB liver homogenates. The assay consists in 
measure the decrease in absorbance at 340 nm induced by 1 mmol oxidized glutathione in the 
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presence of 0.1 mmol NADPH in phosphate buffer (Carlberg & Mannervik, 1985). The 





4.4.4. Superoxide Dismutase activity (SOD) 
SOD activity was measured in liver. In a 96-well microplate were added 
appropriately diluted PB homogenates and the working solution (0.1 mmol hypoxanthine, 
0.07 U xanthine oxidase, and 0.6 mmol NTB in PB in 1: 1: 1, v:v:v) (Winter bourn, Hawkins, 
Brian, & Carrell, 1975). The kinetic reaction was monitored at 560 nm during 10 min. SOD 
activity was expressed as U mg 
−1
 protein. 
4.4.5. Catalase activity (CAT) 
CAT activity was measured in liver using a commercial kit (n° 707002) from 
Cayman Chemical (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). 
5. Immunoblotting 
Tissues (liver and epididymal adipose tissue) were obtained and homogenized in 
freshly prepared ice-cold buffer (1% Triton X-100, 100 Mm, 2-amino-2-hydroxymethyl-
propane-1,3diol(Tris), pH 7.4, 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 
M-ethylenediaminetetra-acetic-acid (EDTA), 10 mM sodium vanadate, 2 mM PMSF and 0.01 
mg aprotinin/ml), by an Polytron System PT 10-35 (Brinkmann Instruments) operated at 
maximum speed for 15 seconds. After, insoluble material was removed by centrifugation 
(10,000 g) for 40 min at 4 °C and the protein concentration of the supernatant was determined 
by the Biuret method (Gornall et al., 1949). 
The immunoblotting was performed on tissue extracts as previously described by 
Thirone et al. (2004) with modifications. The supernatant was separated in aliquots with 
Laemmli buffer (bromophenol blue 0,1%, sodium phosphate 1 M pH 7.0, glycerol 50% and 
sodium dodecyl sulphate (SDS) 10%) (Laemmli, 1970), added with Dithiothreitol (DTT) 200 
Mm (ratio 1:5, 400 μL do supernatant em 100 μL of Laemmli buffer with DTT) and stored at 
-80 °C until use. Then, the proteins were  separated by SDS-PAGE, transferred to 
nitrocellulose membranes and blotted with specific antibodies against p-IKKα/β (Ser 176) (sc-
21661, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), p-JNK (sc-6254, Santa Cruz Biotechnology, 
CA,USA), GPx (sc-30147, Santa Cruz Biotechnology, CA,USA ), SOD (sc-30080, Santa 
Cruz Biotechnology, CA,USA) and normalization was performed with β-actin antibody 
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). The signal was detected by chemiluminescence with 
a kit specific (SuperSignal
®
 West Pico Chemiluminescent Substrate, ThermoFisher Scientific) 
69 
and exposed in a photodocumentation equipment (Syngene
®
 G:BOX Chemi XRQ). The 
created bands by pictures were quantified with software UN-SCAN-IT gel 6.1. 
6. Serum TNF-α and IL-1βlevels 
TNF-α levels were measured using Rat Metabolic Hormone Magnetic Bead Panel 
- Metabolism Multiplex Assay (Millipore, Darmstadt, Germany). IL-1β level was measured 
using Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex Assay 
(Millipore, Darmstadt, Germany). 
7. Statistical analyses 
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA) was used to 
statistical analysis. The statistical analyses were performed using one-way analysis of 
variance (ANOVA) followed by a Tukey multiple comparisons test and P-values equal or less 
than 0.05 were considered statistically significant. 
8. Results 
8.1. Passiflora edulis peel flour PEPF chemical composition 
The results of lipid, protein, carbohydrate, ash, moisture and fiber (total, soluble 
and insoluble) are shown in Table 2. Total polyphenols content, flavonoids, carotenoids, β-
carotene, DPPH assay, FRAP assay and ORAC were performed in the Passiflora acqueous 
ethanol extract and the results are shown in Table 3.  
The ferulic acid was found in the acqueous ethanol extract of PEPF (Table 3), the 
other compounds studied were not found. The analyses were carried out based on the RT and 













Table 2. Proximate composition of Passion fruit (Passiflora edulis) peel flour in dry matter. 
 
Parameters Content (%) 
  Moisture 7.41 ± 0.50 
Ash 6.00 ± 0.50 
Lipids 3.3 ± 0.31 
Protein 8.92 ± 0.14 
Total fiber 60.09 ± 0.02 
Soluble fiber 19.94 ± 1.2 
Insoluble fiber 40.15 ± 1.22 
Carbohydrates
*
 14.25 ± 0.07 
Data was expressed as mean ± standard deviation. The assays were done in triplicate; * Calculated by difference, 
excluding the dietary fiber fraction. 
 
Table 3. Bioactive compounds, antioxidant capacity and physical-chemistry characterization 




Total phenolic compounds 3.34 ± 0.16 mg GAE g
-1b
 
Total carotenoids 1.37 ± 0.003 mg 100 g
-1
 
Total flavonoids 1.16 ± 0.0003 mg CE g
-1c
 
Ferulic acid 0.14 ± 0.009 mg g
−1
 
β-caroten 0.02 ± 0.02 mg 100 g
−1
 
DPPH activity 11.27 ± 0.22 μmol TE g
−1d
 
ORAC activity 101.45 ± 3.18 μmol TE g
−1d
 
FRAP activity 47.65 ± 0.48 μmol TE g
−1d
 
pH 4.14 ± 0.03 
TSS (°Brix) 40.00 ± 0.1 
TAA (%)* 5.25 ± 0.03 
TSS/TAA 7.62 ± 0.05 
 
a Average of triplicate analyses 
b Values expressed as gallic acid equivalents 
c Values expressed as catequin equivalents 
d Trolox equivalents 
*% citric acid 
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Fig. 1. (a) Profile chromatographic HPLC-DAD (λ=350 nm) from alcoholic extract of Passiflora edulis peel 
flour; (1) ferulic acid (b) Standard spectra of ferulic acid (c); spectra of ferulic acid from alcoholic extract of 
Passiflora edulis peel flour (d). 
 
8.2. In vivo study  
8.2.1. Rats study parameters 
The data of intake was presented as energy intake due to the difference in energy 
density among the diets (Table 4). The energy intake after 10 experimental weeks was higher 
in animals that consumed HF than the animals that consumed C diets (P<0.005). No 
difference in energy intake was observed among HF and HFPF groups.  
Total weight gain was significantly increased in HF group compared with groups 
that received control diet (C) (P<0.001) and HFPF (P<0.001) diet (Table 4).The consumption 
of PEPF protected the animals against diet-induced weight gain (HF>HFPF; P<0.001). 
Therefore the mass gain was similar between the groups HFPF and C (P>0.05). Rats fed on 
the HF diet showed heavier pads of adipose tissue (RAT + EAT) than the other groups 
(P<0.001, HF vs C; P<0.05, HF vs HFPF). The sum of the retroperitoneal adipose tissue 
(RAT) and epididymal adipose tissue (EAT) was altered by diet HFPF treatment, being lower 
than HF (P<0.05) (Table 4). The same results was shown to RAT (P<0.01), but not for EAT 
HFPF group did not showed significant difference between C group for all parameters 
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(P>0.05). These data were coherent with total body weight gain. Animals fed with HFPF 
showed lower weight gain than the HF group. PEPF seems to counteract the adiposity in diet-
induced obesity, demonstrated by decrease of total weight gain and adipose tissue weight. 
 
Table 4. Total energy intake and body weight gain after 10 experimental weeks, liver, 
retroperitoneal adipose tissue (RAT) and epididymal adipose tissue (EAT) % ratio weights 
(g/100 g total body weight). 
 
  C HF HFPF 
Total energy intake 
(calories) 5754 (± 243.9)
a
 6248 (± 177.1)
b
 6069 (± 376.4)
ab
 
Total weight gain (g) 360.0 (± 19.06)
a
 416.8 (± 18.79)
b
 361.3 (± 28.82)
a
 
RAT  2.07 (± 0.35)
a
 2.99 (± 0.32)
b
 2.27 (± 0.5)
a
 
EAT  1.80 (±0.33)
a
 2.71 (± 0.69)
b





 5.68 (± 1.04)
b




C: group fed on control diet; HF: group fed on high-fat diet; HFPF group fed on high-fat diet modified with 
PEPF. Data are presented as mean ± SE (n=8). Data were statistically analyzed using one-way ANOVA.  
Different letters represent statistical differences (Tukey's test (P<0.05)) among groups. 
 
8.2.2. Antioxidant status 
According to FRAP assay there was no difference among groups (P>0.05). 
(values from 86.7 ± 8.22 to 109.1 ± 10.46) (Figure 2A).The plasmatic isoprostane (product of 
non-enzymatic lipid oxidation) values were not different among the groups (Figure 2B). 
The TBARS values in serum, adipose tissue and liver, or secondary products from 
lipid peroxidation, were increased in animals fed on high fat-diet compared to the rats fed on 
normal and fat diet (C) (P<0.01, P<0.001 and P<0.01, respectively) (Figure 2C, 2D, 2E). The 
PEPF intake was able to decrease TBARS values in liver and WAT (P<0.05 and P<0.001, 
respectively). Moreover, the lower TBARS value in HFPF in both tissues were similar or 
even lower than the observerd values in C group, showing that PEPF could restore baseline 
antioxidant status (Figure 2D, 2E). 
The hepatic peroxide index (lipid peroxidation primary product) was higher in HF 
group in relation to the other groups (P<0.001). However, supplementation with PEPF was 
able to decrease hepatic peroxide index at the same level as can be seen in the C group 




Fig. 2. Antioxidant capacity and lipid peroxidation in serum, liver and adipose tissue of obese rats treated with 
Passiflora edulis peel flour. A) Serum FRAP, B) Plasma 8-isoprostane, C) TBARS in serum, D) TBARS in 
WAT, E) TBARS in liver, F) peroxide index in liver. C: group fed on control diet; HF: group fed on high-fat 
diet; HFPF group fed on high-fat diet with PEPF. Data were expressed as mean ± S.E.M; n=5/group. Values 
with different letters indicate significant difference by one-way ANOVA followed by Tukey´s test (p < 0.05). 
 
The total GSH, GR, GPx, SOD and CAT activity values in the hepatic tissue are 
shown in Figure 3. GSH values in liver were higher in C group compared with the HF and 
HFPF groups (P<0.001, C vs HF; P<0.05, C vs HFPF). However, the HF and HFPF groups 
showed no differences (P>0.05) (Figure 3A). The GR activity was increased in the liver of the 
HFPF group compared to the HF (P<0.05) and C groups (P<0.001). No differences were 
found between the groups C and HF regarding the GR activity (P>0.05) (Figure 3B). The 
hepatic GPx activity was higher in the group HFPF, but no differences between the groups C 
and HF were shown (P>0.05) (Figure 3C). The SOD activity was increased in group HFPF in 
relation to HF (P<0.01) (Figure 3D), but no differences were found between C and HF 
(P>0.05). No statistical differences were found among the groups when the hepatic CAT 
activity was evaluated (P>0.05) (Figure 3E). 
In agreement with the aforementioned results, the contents of GPx and SOD 
evaluated by immunoblotting were higher in the HFPF group than in the HF (P<0.05, SOD 
and GPx) (Figure 3F, 3G). These data could indicate an increase of the expression of these 
proteins in the liver of HFPF rats, and may explain the higher activity of the same enzymes in 
that tissue. The other groups, C and HF, did not showed any differences between them 



































































































































































































Fig. 3. Antioxidant status of enzymes and representative immunoblots of liver from obese rats treated with 
Passiflora edulis peel flour; thiol group content (GSH) (A). Antioxidant enzymes: glutathione reductase (GR) 
(B), glutathione peroxidase (GPx) (C), superoxide dismutase (SOD) (D), catalase (CAT) (E). Immunoblots: 
Glutathione peroxidase (GPx) content (F); Superoxide Dismutase (SOD) content (G). C: group fed on control 
diet; HF: group fed on high-fat diet; HFPF group fed on high-fat diet with PEPF. Data were expressed as mean ± 
S.E.M; n=5/group. Values with different letters indicate significant difference by one-way ANOVA followed by 
Tukey´s test (P< 0.05). 
8.2.3. Inflammatory parameters  
We evaluated the inflammation, once previous studies have shown that pro-
inflammatory pathways and oxidative stress are redundant to drive cells mismatch on 
production of inflammatory cytokines, both can activated transcription factors of 
inflammatory proteins (Qatanani & Lazar, 2007; Harford et al., 2011). Our results 
demonstrate a decrease inactivation of JNK in WAT of the rats fed on HFPF diet compared to 
the rats fed on HF diet (P<0.05) (Figure 4A). No differences was shown to JNK 
phosphorylation in WAT between the groups C and HF (P>0.05). JNK activation was similar 
among the groups in liver (P>0.05) (Figure 4B). 
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The IKK activation in liver and WAT was not modified by consumption of high-
fat or PEPF (Figure 4C, 4D) (P>0.05). Interestingly, the evaluated pro-inflammatory 
cytokines, TNF-α and IL-1β, were higher in HF group than C group (P<0.001, TNF-α; 
P<0.05, IL-1β), showing a pro-inflammatory state, however, the ingestion of PEPF was 
unable to attenuate this condition (Figure 4E, 4F). 
 
Fig. 4. Representative immunoblots and pro-inflammatory cytokines levels. Phosphorylation of JNK in WAT 
(A) and liver (B); phosphorylation of IKK α/β in WAT (C) and liver (D). Pro-inflammatory cytokines levels IL-
1β (E) and TNF-α (F). C: group fed on control diet; HF: group fed on high-fat diet; HFPF group fed on high-fat 
diet with PEPF. β-actin was used to normalization. Results of scanning densitometry were expressed as arbitrary 
units. Data were expressed as mean ± S.E.M; n=5/group. Values with different letters indicate significant 
difference by one-way ANOVA followed by Tukey´s test (p < 0.05). 
9. Discussion 
The consumption of diet rich in plant-based foods and its effects in the prevention 
and treatment of obesity have been extensively studied (Kim, Paik, Shin, & Park, 2012). 
Antioxidant compounds and dietary fibers might be the main plant-active compounds 
involved on this process (Torres-Fuentes, Schellekens, Dinan & Cryan, 2015; Peng et al., 
2013). 
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Our findings demonstrate that PEPF contains significant amount of dietary fibers 
(Table 2), bioactive compounds, such as, phenolic compounds and carotenoids (Table 
3). The content of carotenoids in PEPF was lower when compared to the pulp of passion fruit 
(1.30 ± 0.11 mg carotenoids/100g of sample) (Table 3) (Konta et al., 2014). The results 
demonstrated important scavenging activity of PEPF against the DPPH radical, peroxyl 
radical and iron ions chelation. In addition, we identified and quantified ferulic acid in PEPF 
for the first time. Ferulic acid is a hydroxycinnamic acid derivative and widely distributed in 
plants and plant products such as grains, fruits vegetables, and has demonstrated antioxidant 
activity even at low concentrations.  The antioxidant activity of the ferulic acid is attributed to 
its structure, mainly due the hydroxyl groups that are able to donate electrons to neutralize 
free radicals (Srinivasan, Sudheer & Menon, 2007). The literature has reported that ferulic 
acid has anti-diabetic effects, anti-inflammatory, anti-obesity, anti-cancer, hepatoprotective 
and neuroprotective activities (Ballasubashini, Rukkumani, Viswanathan & Menon, 2004; 
Walsh, 2003; Chang et al., 2006; Ogiwara et al., 2002; Kadoma & Fujisawa, 2008; 
Naowaboot et al., 2016). The ferulic acid presence in PEPF could help in the antiobesogenic 
effects by the PEPF intake in our study. Studies have shown that other phenolic compounds 
such as isoorientin, vitexin, isovitexin were identified in PEPF (Zeraik & Yariwake, 2012). In 
this study we have investigated other phenolic compounds in PEPF (gallic acid; catechin, 
epicatechin, vanillic acid, rutin, ellagic acid, p-coumaric acid, kaempferol, resveratrol, 
quercetin). However, they were not identified. The type of extraction performed, the solvent's 
inability to extract compounds, undetectable concentrations by analysis or even the low 
concentration or no existence in the sample (Naczk & Shahidi, 2006; Sindi, Marshall, & 
Morgan, 2014) could explain this difference. 
We showed that the consumption of PEPF was able to counteract the weight gain 
and decreased body fatness in high-fat fed-rats. Similar results were demonstrated by previous 
research (Son, Rico, Nam, & Kang, 2011), where mice fed on HF diet supplemented with 
ferulic acid (main phenolic compound found in our PEPF) showed lower values in total 
weight gain than rats fed on HF diet. Others studies with peels, such as hulled barley peel, 
blueberry peel, and P. edulis peel, have also shown efficiency to prevent obesity and fat 
accumulation, even with the same energy intake between the groups fed on high fat diet and 
treatment diet (Ding et al., 2012; Song et al., 2013; Seo et al., 2015; Lima et al., 2016). In our 
previous study we noticed high gene expression of anorexigen neuropeptide CART in HFPF-
fed rats. Thus, we have proved that PEPF can influence satiety and energy intake, 
demonstrating a protective effect on obesity. Although, energy ingestion was the same 
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between HFPF and HF groups, as well as in C group when compared to the HFPF-fed rats 
(P>0.05). These results show that Passiflora consumption affects energy intake (Lima et al., 
2016). These results are in accordance with decreased body weight gain and fatness showed in 
our study. As reported in many studies, fiber also decreases absorption of diet lipids and 
glucose, being able to inhibit the transport of triglycerides, glucose, and cholesterol across the 
intestine, due to viscous solution mainly formed by soluble fiber; block micelle formation and 
fat emulsification by linked between fiber and bile (Kaczmarczyk, 2012; Lairon, Play & 
Jourdheuil-Rahmani, 2007). Thus, presence of soluble fiber in PEPF could decrease glucose 
and lipid absorption leading to lower energy intake by augment of lipid and glucose excretion, 
which in turn could lead to a lower fatness and body weight gain, it could be an explanation to 
decrease weigh gain and fatness found in this study. 
Fat accumulation have demonstrated a correlation with the increase of oxidative 
stress and inflammation, since the imbalance between the antioxidant defense and excessive 
production of ROS/RNS leads to activation of factors that enhance the adipogenesis (Padgett 
et al., 2013; Younce & Kolattukydy, 2012). In addition, when excessive weight is maintained 
for a long time, lower levels of antioxidant sources and decreasing of antioxidants enzymes 
activity are observed (Amirkhizi et al., 2007). 
Our study revealed that treatment with PEPF decreased the lipid peroxidation in 
liver and adipose tissue according to TBARS and peroxide index assays, but not in plasma. 
Previous studies also showed that the antioxidant capacity of plasma did not modify after 
PEPF intake (Silva, Cazarin, Batista & Maróstica, 2014). The lower levels of adiposity found 
in rats fed on HFPF can be associated with decrease of lipid peroxidation in this group, once 
fat accumulation increases ROS production by macrophage infiltration, which increase lipid 
oxidation and oxidative stress (Padgett et al., 2013). Additionally, studies using source of 
phenolic compounds have demonstrated that those substances are associated with decreased 
of lipid peroxidation markers in the liver (Batista et al. 2014; Basu et al., 2011; Yang, Yang & 
Zheng, 2010). Furthermore, ferulic acid was able to decrease the lipid peroxidation in mice 
induced by high fat diet intake (Son et al., 2010). In addition, several studies have shown that 
bioactive compounds, besides its effects of scavenging molecules and inhibit ROS 
production, may enhance activity and expression of antioxidants enzymes (Wu et al., 2010; 
Guerra, Magalhães, Costa, Silva & Pedrosa, 2011; Gostner, Becker, Ueberallc & Fuchs, 
2015). 
In this study we showed augment of GR, GPx and SOD activities in liver of rats 
fed on HFPF compared to HF group. In addition, immunoblotting results showed an increase 
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of GPx and SOD content in liver, indicating an augment of expression of these enzymes 
which can lead to its activity increased. GR maintains glutathione in its reduced form (GSH), 
and in contrast GPx is responsible for the oxidization of glutathione (GSSG). The rise of GR 
and maintenance values of total GSH in the HF and HFPF groups could be explained by 
augment of GPx activity (p<0.05) (Figure 3C) that can utilize GSH to reduced hydrogen 
peroxide (H2O2) to water (H2O), furthermore GSH acting together with NADPH may reduce 
H2O2 to H2O (Pompella et al., 2003; Halliwell and Gutteridge, 1989; Ratnam et al., 2006). 
Therefore, rise of enzyme activities in HFPF liver could explain lower levels of lipid 
peroxidation found in the same group in liver and adipose tissue, since these enzymes are 
responsible by control of hydrogen peroxide and lipid hydroperoxides levels (Kalyanaraman, 
2013).  
These findings associated with augment of enzymes antioxidants expression could 
suggest that PEPF contains compounds that can improve enzymatic antioxidant system 
(Figura 6). Ferulic acid was able to increase activities of SOD, CAT, GPx in liver of diabetes 
rats (Balasubashini, Rukkumani, Viswanathan & Menon, 2004) and increase hepatic GPx, GR 
and CAT activities of rats fed on high fat diet (Son et al., 2010). Phenolics compounds may 
increase antioxidant enzymes content by augment of NF-E2-related factor 2(Nrf2) 
translocation to nucleus, that in turn is responsible for expression of antioxidant enzymes 




Figure 6. Possible actions of P. edulis peel flour (PEPF) in enzymatic antioxidant status. ROS=reactive oxygen 
species; SOD=superoxide dismutase; GPx=glutathione peroxidase; CAT= catalase, GR= glutathione reductase; 
GSH= Glutathione; GSSH= oxidized glutathione, Nrf2= NF-E2-related factor 2 (Balasubashini, Rukkumani, 
Viswanathan & Menon, 2004; Suryakant, Niture, Khatri & Jaiswal, 2014; Pompella et al., 2003; Halliwell and 
Gutteridge, 1989; Ratnam et al., 2006). 
 
Reactive molecular species also can activate inflammatory pathways, such as NF-
κB and AP-1 that are stress-sensitive pro-inflammatory transcription factors resulting in an 
augment of inflammation and reactive molecular species production (Bryan, Baregzay, 
Spicer, Singal, & Khaper, 2013). Several studies have supported that reversal of oxidative 
stress in obesity could decrease fat accumulation and inflammation (Younce & Kolattukydy, 
2012; Song et al., 2013). Thus, we evaluated key molecular steps of the inflammation to 
address the possible mechanisms in liver and adipose tissue on which PEPF treatment could 
counteract obesity. As expected, pro-inflammatory cytokines levels as TNF-α and IL-1β in 
serum was increased in HF group than the C group. However, other pro-inflammatory 
pathways, like JNK and IKKα/β were not over-expressed in high fat diet animals. Perhaps the 
period of experiment when rats were fed on a high-fat diet was not enough to activate all the 
pro-inflammatory factors studied. Additionally, another pro-inflammatory signaling pathway 
PEPF effect ------
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in adipose tissue and liver, as STAT3 could be activated in rats fed on high fat diet and lead to 
the increase of pro-inflammatory cytokines in serum (Jong et al., 2012) 
Furthermore, Sprague-Dawley rats vary in their propensity to HF diet-induced 
obesity, some individual are resistant to the obesogenic effects of the HF diet, while others are 
prone (Serreet al., 2010). This feature of the animal model also could explain no significant 
difference in activation of pro-inflammatory pathways between C and HF group. Besides, 
although the HF fed rats have not presented significant increased values for IKKα/β activation 
in comparison with C group and no significant decrease in the treatment group, we observed a 
high standard deviation in HF group, this could indicating the heterogeneity of Sprague-
Dawley rats to develop all obesogenic effects of the HF diet (Serreet al., 2010). Sprague-
Dawley rats are used extensively in researches as a model of human conditions such as 
diabetes, obesity, cardiovascular diseases and cancer (Roomi et al., 2005; Levin, Dunn-
Meynell, Balkan, & Keesey, 1997, Zhang et al., 2003). However, its use may bring variation 
in disease manifestation and response to therapeutic intervention due to genetic diversity 
(Brower, Grace, Kotz, & Koya). 
On the other hand, our results showed decreased activation of JNK-WAT in HFPF 
group compared with the HF group. Phenolic compounds could improve inflammation by 
actionin signaling of inflammatory pathways, such as, 5′ adenosine monophosphate-activated 
protein kinase (AMPK), NF-κB, peroxisome proliferator-activated receptors (PPARα/γ) 
and Toll-like receptors 2 and 4(TLR2/4). Furthermore, they may suppress growth of the 
adipose tissue through modulating adipocyte metabolism and decrease adipogenesis 
(Gosmannet al., 2012; Siriwardhanaa et al., 2013). JNK is a crucial component of the 
biochemical pathway linking obesity and insulin resistance; its activation can be through 
oxidative stress and pro-inflammatory cytokines, which are increased in obesity leading to 
impairment of insulin sensitivity (Keane et al., 2015). In our previous study we observed that 
PEPF intake improve insulin sensitivity in rats fed on high fat diet, being able to modulated 
cytokines (Lima et al., 2016), it is consistent with decrease of oxidative stress and JNK 
activation in HFPF fed rats observed in our trial. Although these findings were not followed 
by significant decrease in IL-1β in HFPF serum compared to HF group,this result indicates an 
effect of passiflora in pro-inflammatory citokines, as the level of IL-1β in serum was similar 
between C and HFPF groups (P>0.05).  
P. edulis also have a great amount of fiber which is known to reduce gastric 
emptying rate and insulin secretion, leading to decrease of energy intake and satiety 
(Immerstrand et al., 2010). In our previous study we found a high amount of pectin in PEPF 
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that may modulate incretins, such as glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and glucose-dependent 
insulinotropic polypeptide (GIP) (Lima et al., 2016). The incretins are linked with insulin 
secretion by β-cells in the islet of langerhans and helps in control of body weight (Wren & 
Bloom, 2007). Fiber can also do alterations in the short-chain fatty acids (SCFAs) produced in 
colon, which able to improve pro-inflammatory state, increase insulin sensitivity and satiety 
(Langen & Dieleman, 2009). These findings are in agreement with decrease body weight 
gain, fatness and activation of JNK in adipose tissue by consumption of PEPF showed in the 
present study.  
Taking all this information in account, PEPF showed beneficial health-promoting 
effects, the bioactive compounds together with fiber in PEPF could be responsible for 
improvement of some parameters in rats fed on high fat diet, such as, weight loss and 
decrease of oxidative stress with augment inactivity of enzymes that play an important 
antioxidant role to rats and human.  
10. Conclusion 
PEPF source of bioactive compounds and fiber was effective in altering effects of 
the high fat diet on total gain weight and oxidative stress, since it improved antioxidant 
system and reduced lipid peroxidation in liver and adipose tissue of rats. In addition, the 
PEPF intake reduced the activation of JNK in WAT. Our findings support the evidence that 
the PEPF may be useful as a dietary component to improve antioxidant system and prevent 
oxidative stress and body fatness. 
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A farinha da casca de maracujá (FCM), um subproduto da indústria de sucos e 
polpas, contém fibras, solúveis (19,94 ± 1,2) e insolúveis (40,15 ± 1,22), compostos bioativos, 
tais como compostos fenólicos e carotenoides, dentre os quais foram tentativamente 
identificados o ácido ferúlico, ácido clorogênico, ácido p-cumárico e o β-caroteno (14; 6,75; 
1,77 e 0,02g/100g da FCM, respectivamente). Reconhecidos como antioxidantes, os 
compostos fenólicos possuem a capacidade de doar elétrons ou hidrogênio, reduzindo a 
formação de ERO e outros radicais livres. Em adição, também possuem a capacidade de 
quelar metais, especialmente, cobre e ferro, assim, inibem a ação catalisadora dos metais na 
formação de radicais livres. Já os carotenoides podem diminuir a geração de ERO por 
transferência de elétrons, abstração de hidrogênio ou incorporação de radicais a sua molécula 
(El-agamey, 2004). ERO em excesso, são associados ao estress oxidativo, podendo ocasionar 
danos à membrana celular, proteínas e ao DNA (Meo et al., 2013).  
É importante salientar que as identificações dos compostos fenólicos por HPLC 
foram realizadas tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos. Observamos diferenças quanto à 
identificação de alguns compostos, onde o ácido ferúlico somente foi identificado no 
experimento realizado no Brasil e o p-cumárico apenas foi identificado nos testes realizados 
nos Estados Unidos (capítulos 1 e 2). A explicação para as divergências encontradas está na 
diferença de métodos utilizados em ambos os laboratórios. Os testes foram realizados com 
diferentes fases moveis, as quais interferem na polaridade da solução e, consequentemente, na 
separação dos compostos, diferentes gradientes de eluição, bem como taxa de fluxo da fase 
móvel. Esses fatores podem ter influenciado na identificação dos compostos, uma vez que não 
houve diferença da coluna (C18 de fase reversa), bem como da amostra utilizada. 
Um aumento na concentração de ERO e radicais livres no organismo pode levar à 
ativação de fatores de transcrição gênica como o NF-kB e o AP-1, ocasionando aumento na 
liberação de citocinas inflamatórias como o TNF-α e a IL-1β (Zagotta et al., 2015). A 
regulação anormal de NF-kB e AP-1 está associada à desregulação do ciclo celular, bem 
como ao processo inflamatório crônico de baixo grau observado na obesidade (Karin, 2008; 
Zagotta et al., 2015). No ciclo celular, tais fatores desregulados elevam a proliferação de 
células tumorais devido ao aumento da expressão de proteínas antiapoptóticas, como as 
proteínas da família célula-B de linfoma 2 (bcl-2), além de fatores de crescimento e proteínas 
que induzem a divisão  celular, como a ciclina D1 (Dayem et al., 2010).  
Em adição, algumas citocinas inflamatórias (TNF-α e IL-1β) e as ERO são 
capazes de diminuir a atividade de enzimas de reparo do DNA (MMR- “mismatch repair”) 
(Elinav et al., 2013; Reuter et al. 2010). Assim, a dimimução do estresse oxidativo poderia 
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atenuar a ativação de NF-kB e AP-1, o que, possivelmente levaria à regulação do ciclo celular 
com a diminuição da proliferação de células tumorais, bem como melhora da inflamação na 
obesidade e, consequentemente, o surgimento de suas comorbidades associadas (Reuter et al. 
2010; Zagotta et al., 2015). 
Neste contexto, os compostos bioativos presentes na FCM poderiam agir 
diretamente na diminuição do estresse oxidativo, neutralizando formas reativas de oxigênio 
ou pela inativação de ions metálicos por quelação, como já citado anteriormente (Meo et al., 
2013) ou agir em vias de sinalização de fatores pró-inflamatórias (Shan et al., 2009; Yoon et 
al., 2014). Por exemplo, os fenólicos como o ácido clorogênico e o ácido p-cumárico 
poderiam inibir a fosforilação de proteínas como IKKα/β, IkB e JNK, as quais ativam os 
fatores de transcrição gênica NF-kB e AP-1. Em adição, os compostos: ácido ferúlico, ácido 
p-cumárico e ácido clorogênico são capazes de aumentar a expressão de enzimas e proteínas 
antioxidantes através do Nrf2, atenuando o estresse oxidativo (Yeha, Ching, Yen, 2009; 
Boettler et al., 2011) (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Possiveis mecanismos de ação dos compostos bioativos na diminuição da proliferação de células 
tumorais bem como no estresse oxidativo e inflamação na obesidade. AP-1= proteína apresentadora 1; E.A= 
enzimas antioxidantes; E.0= estresse oxidativo;  MMR= “mismatch repair” – proteína de reparo do DNA; NF-
kB= fator nuclear kappa B Nrf2=;fator de transcrição nuclear eritróide 2; TNF-α= fator de necrose tumoral alfa; 
1L-1β= interleucina 1β. Os compostos bioativos podem atuar diretamente atenuando o E.O ou indiretamente 
aumentando a produção de E.A através de Nrf2. A diminuição do E.O, bem como a atuação dos compostos 
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bioativos diretamente em proteínas de vias inflamatórias podem levar a diminuição da ativação de NF-kB e AP-
1, fatores que controlam a inflamação, proliferação celular, apoptose e diferenciação de pré-adipocitos em 
adipócitos. Em adição, uma menor concentração de citocinas inflamatórias (TNF-α e 1L-1β) é capaz de 
aumentar o reparo do DNA, pela maior atividade de MMR. Além disso, tais citocinas regulam positivamente 
NF-kB e AP-1, elevando ainda mais a inflamação (Shan et al., 2009; Yoon et al., 2014; Yeha, Ching, Yen, 2009; 
Boettler et al., 2011; higuchi et al., 2013; Reuter et al. 2010). 
 
Baseado na composição química da FCM foi realizada a avaliação da atividade 
antiproliferativa do extrato hidroalcoólico da mesma contra células tumorais da linhagem 
HepG2. A citotoxicidade do extrato e sua capacidade antioxidante foram avaliadas pelo 
método CAA, o qual utiliza a mesma linhagem celular a fim de mimetizar condições 
fisiológicas do organismo. A avaliação da capacidade antioxidante pelo método CAA fornece 
informações com relação à bioacessibilidade dos compostos assim como sua atividade frente 
à proteção de membrana celular, organelas citosólicas e DNA (Wolfe e Liu, 2007) (Capítulo 
2).  
Os resultados encontrados nestes ensaios mostraram que concentrações inferiores 
a 20 0mg/mL do extrato hidroalcoólico da FCM não apresentam efeitos tóxicos às células 
HepG2, além de apresentar atividade antiproliferativa, com valores de EC50 de 15,61 ± 1,44 
mg/mL, valor este similar ao encontrado para extrato de cranberry (EC50 14,5 ± 0,5 mg/mL), 
fruta reconhecida por sua alta atividade antiproliferativa contra células tumorais da linhagem 
HepG2 (Sun et al., 2002). 
A inibição da proliferação celular pode estar relacionada à atividade de uma classe 
específica de compostos fenólicos, à ação de um composto fenólico específico presente no 
alimento, ou ainda à ação sinérgica de polifenóis (Liang et al., 2014). Há indícios na literatura 
científica de que o ácido clorogênico e p-cumárico, poderiam atuar na diminuição da ativação 
de vias como a do NF-kB e AP-1, que controlam proteínas antiapopitóticas e de divisão 
celular, aumentando assim a apoptose celular e diminuindo a proliferação de células tumorais 
(Li-Weber, 2013; Shan et al., 2009; Yoon et al., 2014). 
Entretanto, estudos futuros são necessários para avaliar o efeito da FCM na 
regulação do ciclo celular. Além disso, o extrato hidroalcoólico da FCM apresentou valores 
de CAA superiores aos encontrados no extrato de bluberry, mirtilo, maçã e uva vermelha; 
frutas estas com elevada capacidade antioxidante celular (Wolf e Liu, 2007). O consumo de 
alimentos com elevada capacidade antioxidante tem sido relacionado à redução da produção 
de ERO, assim como dos efeitos deletérios ocasionados por tais espécies como mutações no 
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DNA, desregulando o ciclo celular e levando à proliferação excessiva, podendo desta forma 
estar associado ao surgimento do câncer. 
Um estudo in vivo foi realizado a fim de avaliar o efeito do consumo da casca do 
maracujá em ratos da linhagem Sprague-Dawley alimentados com dieta hiperlipídica 
(Capítulo 3). Os animais alimentados com dieta hiperlipídica (HF) que consumiram FCM 
apresentaram menor ganho de peso e menor acúmulo de tecido adiposo, embora não tenha 
sido observada diferença estatística em relação ao consumo energético entre o grupo que 
recebeu dieta HF (controle HF x tratado com FCM). 
 Supoe-se que, embora os animais tenham ingerido o mesmo valor energético, a 
absorção não tenha sido similar uma vez que a presença de fibras solúveis na FCM poderia ter 
diminuído a absorção de lipídios, reduzindo assim a absorção de nutrientes energéticos, 
corroborando com o menor ganho de peso e acúmulo de gordura. A capacidade das fibras em 
diminuir a absorção de lipídeos e glicose já foi reportada na literatura anteriormente (Batista 
et al., 2013; Catalani et al., 2003), sendo ela capaz de inibir o transporte de glicose, 
triglicerídeos e colesterol através do intestino, devido à formação de uma solução viscosa 
principalmente formada pela fibra solúvel, o que diminui a atividade de certas enzimas 
digestivas, influenciando diretamente na taxa de digestão e absorção dos nutrientes 
(Kaczmarczyk, 2012).  
Outro fator que impede a absorção de lipídios é a capacidade das fibras de 
bloquear a emulsificação de lipídios pela formação de ligação com sais biliares, diminuindo 
assim, sua solubilidade e digestão (Lairon, Play e Jourdheuil-Rahmani, 2007). Em adição, as 
fibras insolúveis também podem diminuir a absorção de glicose por aumentar o volume do 
bolo fecal por meio de sua capacidade de retenção de água, reduzindo assim o tempo de 
trânsito intestinal, a hidrólise do amido e absorção da mesma (Catalani et al., 2003).  
Os animais que consumiram dieta HF adicionada de FCM apresentaram menor 
peroxidação lipídica hepática, bem como aumento da atividade e conteúdo proteico das 
enzimas antioxidantes. É importante salientar que o aumento da atividade das enzimas GPx 
and SOD pode estar relacionado ao aumento da expressão gênica dessas enzimas. De fato, os 
fitoquímicos, dentre eles os compostos fenólicos, são capazes de ativar as vias responsáveis 
pelo aumento da produção de enzimas antioxidantes, como o fator de transcrição Nrf2, que 
induz a expressão gênica de tais enzimas (Suryakantet al., 2014), além de apresentarem 
atividade antioxidante que possibilitaria a menor geração de ERO e assim, menor peroxidação 
lipídica (Yang, Yang & Zheng, 2010). Em estudos prévios, foi demonstrado que o ácido 
ferúlico identificado na FCM no presente estudo é capaz de diminuir a peroxidação lipídica e 
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aumentar a atividade das enzimas antioxidantes hepáticas SOD, CAT, GPx em animais 
diabéticos (Balasubashini et al., 2004) e das enzimas hepáticas GPx, GR and CAT em animais 
alimentados com dieta HF  (Son et al., 2010). 
Além de apresentar em sua composição compostos que possuem ação direta na 
diminuição da peroxidação lipídica ou indireta no aumento da expressão de enzimas 
antioxidantes, o fato da FCM ter provocado uma atenuação do ganho de peso e de gordura 
corporal nos animais também poderia explicar a diminuição da peroxidação lipídica 
encontrada no fígado e tecido adiposo desses animais. Isso porque o acúmulo de tecido 
adiposo eleva a infiltração de macrófagos, os quais aumentam a produção de ERO, 
aumentando, assim, a oxidação de lipídios e perpetuando a formação de ERO (Padgett et al., 
2013). 
Os animais alimentados com a dieta HF apresentaram aumento significativo nos 
níveis séricos de TNF- e IL-1β quando comparado aos animais controle alimentados com 
dieta normolipídica. O consumo da dieta com a FCM apresentou uma tendência em diminuir 
os níveis de tais citocinas pro-inflamatórias quando comparado ao grupo HF.  Para melhor 
entender os efeitos da dieta HF e da FCM no processo inflamatório foram avaliadas a ativação 
de duas vias celulares responsáveis pelo aumento da expressão e liberação das citocinas pró-
inflamatórias. Não foi observada diferença significativa na expressão das proteínas p-IKK/β 
e p-JNK das vias inflamatórias NF-kB e AP-1, respectivamente, entre os grupos controle 
(normolipídico) e HF. Os resultados demonstram que o consumo da dieta HF leva a uma pré 
disposição ao aumento da expressão de p-IKK/β hepática. Vale ressaltar que, existem outras 
vias de sinalização como a da STAT3 que poderia levar à maior produção de citocinas pró-
inflamatórias (Jong et al., 2012) , porém esta via não foi avaliada no presente estudo. 
Por outro lado, a redução na ativação da JNK no tecido adiposo dos animais 
alimentados com a FCM foi observada. Tal redução possivelmente poderia estar relacionada à 
tendência na redução dos níveis séricos das citocinas inflamatórias IL-1β e TNF-. A 
presença dos compostos bioativos na FCM pode estar relacionada aos efeitos mencionados, 
uma vez que os mesmos poderiam se ligar a regiões de proteínas como: IKKα/β e JNK, que 
participam na ativação de fatores de transcrição de proteínas inflamatórios, impedindo assim 
sua ativação, bem como a diminuição de ERO (Pan et al., 2009).  
Compilando os resultados observados, a ação em conjunto dos compostos 
fenólicos e, possivelmente das fibras da FCM, mostrou-se efetiva na redução do ganho de 
peso e gordura corporal, mesmo quando os animais foram alimentados com uma dieta 
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hiperlipídica e hipercalórica. Além disso, o consumo da FCM aumentou o sistema 
antioxidante de defesa dos animais e resultou em menor peroxidação lipídica hepática, assim 
como diminuição da ativação da via de inflamação JNK no tecido adiposo (Figura 9). 
Adicionalmente, os compostos bioativos presentes no extrato hidroalcoólico da FCM foram 
capazes de diminuir a proliferação de células tumorais da linhagem HepG2. 
 
 
Figura 9. Efeitos da ingestão da farinha da casca de maracujá (Passiflora edulis) e alguns de seus possíveis 
mecanismos de ação em ratos alimentos com dieta hiperlipídica. 
 
 
Conclui-se que a FCM pode ser um ingrediente capaz de trazer benefícios para o 
controle do peso corporal e diminuição do estresse oxidativo se incorporado à dieta por 
períodos prolongados, sendo também capaz de diminuir a proliferação de células tumorais. 









































A farinha da casca de Passiflora edulis (FCM) apresentou compostos bioativos 
como: compostos fenólicos (396.79 ± 6.62 mg EAG/100 g de FCM) e carotenoides (1.37 ± 
0.003 mg carotenoides/100 g de FCM), além de alta quantidade de fibras (60,09 %), 
distribuídas em solúveis e insolúveis. Em células tumorais do fígado da linhagem HepG2 a 
FCM foi capaz de reduzir a proliferação celular, o que poderia ser explicado pela presença 
dos compostos fenólicos: ácido clorogênico, ácido p-cumárico e ácido ferúlico reconhecidos 
por sua ação antiproliferativa contra células carcinogênicas. 
A ação in vivo avaliada em ratos alimentados com dieta hiperlipídica mostrou que 
a ingestão da FCM exerceu efeito protetor no ganho de peso e na adiposidade, embora não 
tenha apresentado diferença significativa na ingestão energética total. 
O consumo da FCM foi capaz de minimizar os marcadores de estresse oxidativo 
no tecido hepático e adiposo dos animais que consumiram dieta hiperlipídica suplementada 
com FCM, revertendo o perfil de peroxidação lipídica a níveis normais quando comparado ao 
grupo controle. Estes efeitos podem estar associados ao aumento da atividade das enzimas 
antioxidante (GR, GPx e SOD), bem como ao aumento do conteúdo proteico de GPx e SOD 
nos animais que consumiram a FCM, devido à presença de compostos bioativos na mesma. 
Em relação à inflamação, não houve diminuição significativanos níveis séricos 
das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β pelo consumo da FCM, entretanto, foi 
observada diminuição na ativação da via de sinalização JNK no tecido adiposo dos animais, a 
qual poderia estar relacionada à diminuição na peroxidação lipídica no tecido adiposo. 
Conclui-se que a FCM pode ser um ingrediente capaz de trazer benefícios ao 
sistema antioxidante de defesa levando à diminuição do estresse oxidativo, além de contribuir 
para o menor ganho de peso e adiposidade. Estudos clínicos controlados são necessários para 
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